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La polykystose rénale autosomique dominante (autosomal 
dominant polycystic kidney disease) 
Acétoxyméthyl 
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Polykystose rénale (polycystic kidney disease) 
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Transcriptase inverse - réaction en chaîne en présence de 
polymérase (reverse transcriptase- polymerase chain reaction) 
Révolutions par minutes 
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Microscopie à balayage (scanning electron microscopy) 





La polycystine-1 (PC-1) jouerait un rôle important pour la polarisation 
et la différenciation terminale des cellules épithéliales rénales. En effet, 
une mutation invalidant le gène encodant la polycystine-1 entraîne une 
polykystose rénale dans laquelle les cellules épithéliales deviennent 
partiellement dédifférenciées, hyperprolifératives et hyperapoptotiques, en 
plus de démontrer une altération dans la sécrétion des fluides. 
Dans l'intestin, le renouvellement constant des cellules épithéliales le 
long de l'axe crypte-villosité est un processus dynamique qui requiert la 
coordination d'éléments qui régulent la prolifération, la polarisation et la 
différenciation. Les protéines et les facteurs (croissance et transcription) 
qui régulent ces processus cellulaires sont incompris au niveau mécanistique 
ou tout simplement inconnus. 
Nous avons donc émis l'hypothèse que la polycystine-1 est impliquée 
dans l'acquisition et le maintien du phénotype polarisé et différencié des 
cellules épithéliales intestinales humaines. Dans la présente étude, nous 
avons voulu déterminer 1) L'expression et la localisation de la polycystine-1 
dans l'épithélium intestinal humain in vivo et dans les modèles cellulaires 
qui récapitulent l'axe crypte-villosité. 2) La variabilité de l'expression de la 
polycystine-1 selon l'état de polarité des cellules épithéliales intestinales. 
3) La présence du cilium primaire au niveau de l'épithélium intestinal 
humain. 4) La localisation de la polycystine-1 au niveau du cilium primaire 
dans l'épithélium intestinal humain. 
À l'aide d'un anticorps polyclonal reconnaissant spécifiquement le 
domaine LRR (a-leucine-rich repeat) de la région extracellulaire de la 
polycystine-1, nous avons en premier lieu démontré que la polycystine-1 est 
présente dans les cellules de l'épithélium intestinale humain in vivo tout le 
long de l'axe crypte-villosité et ce peu importe le stade de développement 
de l'intestin humain. De plus nous avons montré qu'elle était précisément 
localisée dans les jonctions adhérentes et dans Les desmosomes par 
microscopie électronique et par des études de co-Localisation avec des 
molécules de jonctions. Le co-marquage demeure même après un 
traitement au Triton X-100 et Lors de L'inhibition et de la restauration des 
jonctions intercellulaires par un traitement à l'EGTA 4 mM et au CaCl2 1.8 
mM dans Les cellules polarisées Caco-2/15. Par la Localisation de La 
polycystine-1 aux jonctions intercellulaires in vivo et dans notre modèle 
cellulaire Caco-2/15, un rôle au niveau de la signalisation et dans l'adhésion 
cellulaire est a envisagée. L'importance de ces processus cellulaires dans la 
Xl 
gest;on de la polarité, de la prolifération et de la différenciation dans 
l'épithélium intestinal humain est fondamental. 
Dans un deuxième volet, nous avons démontré que l'expression de la 
polycystine-1 varie selon l'état de polarité des cellules épithéliales 
intestinales. Pour les cellules non-polarisées, les HIEC, la polycystine-1 se 
localise au niveau intracellulaire. Pour les cellules polarisées, les Caco-2/15, 
la polycystine-1 se retrouve au contact cellule-cellule. 
En plus de se retrouver dans les jonctions adhérentes et dans les 
desmosomes, nous avons localisé la polycystine-1 à la base du cilium 
primaire des cellules HIEC. Le cilium primaire a été caractérisé pour la 
première fois dans l'intestin humain avec un anticorps reconnaissant la 
tubuline-a acétylée. Il se localise dans les cellules épithéliales de la crypte 
de l'intestin humain in vivo et dans les cellules intestinales HIEC où sa 
fonctionnalité a été démontrée par des expériences de perfusion. Le cilium 
primaire dans les cryptes de l'intestin humain pourrait avoir des rôles 
primordiaux tant aux niveaux des cellules souches que de la régulation de la 
prolifération. 
L'ensemble de ces résultats a donc permis de démontrer la présence 
de la polycystine-1 dans l'épithélium intestinal humain et de suggérer un 
rôle probable dans l'initiation et le maintien la polarité et la différenciation 
terminale de ces cellules. 
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1-INTRODUCTION 
1. L'intestin humain 
1.1 L'axe crypte-villosité et ses généralités 
L'intestin humain est un excellent modèle pour l'étude de la 
prolifération et de la différenciation. Plusieurs modèles cellulaires 
intestinaux humains permettent de récapituler l'axe crypte-villosité et ainsi 
faciliter l'étude de l'intestin grêle (Pageot L.P., 2000.). L'axe crypte-
villosité est l'unité fonctionnelle de l'intestin humain. Cet axe possède deux 
compartiments bien distincts, la crypte et la villosité, possédant des 
caractéristiques et fonctions bien différentes. Elle est composée de 
différentes populations de cellules : les cellules absorbantes, 
entéroendocrines, à mucus et de Paneth. La crypte se compose de cellules 
prolifératives et très peu différenciées tandis que la villosité comprend des 
cellules différenciées fonctionnelles. Ces différentes cellules ont une origine 
commune provenant des cellules souches du fond de la crypte. Le 
renouvellement constant et dynamique des différentes cellules qui 
composent cette unité fonctionnelle s'effectue dans une intervalle de deux 
à sept jours (Babyatsky M.W. et Podolsky O.K., 1999, Brittan M et Wright 
N.A., 2002). 
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1.2 La polarité des cellules épithéliales du système gastro-intestinal 
Les cellules épithéliales du système gastro-intestinal sont impliquées 
dans le transport de nombreuses molécules dont les ions et les 
macromolécules. L'habileté de transporter vectoriellement différentes 
molécules à travers des compartiments, apicaux et baso-latéraux, découle 
de la polarité de ces cellules épithéliales. Les cellules épithéliales sont dites 
polarisées, lorsque leur membrane plasmique est séparée en deux domaines 
fonctionnels distincts, soit la membrane apicale ou baso-latérale. Les trois 
mécanismes indispensables à l'organisation et au maintien de la polarité 
épithéliale sont la restriction par les jonctions serrées, l'immobilisation du 
cytosquelette et le transport vectoriel permettant l'acheminement de 
molécules à la surf ace apicale ou baso-latérale des cellules épithéliales ( Le 
Gall A.H. et al., 1995). Les protéines associées au cytosquelette telles que 
les molécules de jonction ont, en conséquence, une importance 
fondamentale dans l'établissement et le maintien de cette polarité 
épithéliale. 
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1. 3 Les jonctions cellulaires 
Les complexes de jonction sont importants pour maintenir le phénotype 
et le transport vectoriel des cellules épithéliales intestinales. Les jonctions 
cellulaires spécialisées se retrouvent au contact cellule-cellule ou cellule-
matrice (figure 1A). Dans ce travail, les complexes de jonction cellule-
cellule uniquement seront abordés. Les jonctions serrées (zonula 
occludences) et les jonctions d'ancrage (jonction adhérente (zonula 
adherens) et desmosomes (macula adherens) sont les principales jonctions 
cellulaires permettant l'adhésion cellule-cellule dans l'épithélium humain 
(figure 1 B). 
1.3.1 Les jonctions serrées 
Les jonctions serrées sont uniques aux cellules épithéliales. Une seule 
jonction de ce type est retrouvée au niveau apical de chaque cellule 
épithéliale. Sa localisation concorde parfaitement avec sa fonction. Ce 
complexe de jonction est une barrière physique à perméabilité sélective 
délimitant le domaine apical du domaine baso-latéral. Elle empêche aussi la 
diffusion latérale des constituants de la membrane apicale et baso-latérale. 
Cette jonction cellulaire est constituée d'un complexe comprenant plusieurs 
protéines dont la Z0-1, la Z0-2, la Z0-3, les claudines et les occludines 
(Cereijido M. et al., 2000) (figure 2A). 
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1.3.2 Les jonctions d'ancrage 
1.3.2.1 JONCTIONS ADHÉRENTES (ZONULA ADHERENS) 
Les jonctions adhérentes sont des jonctions cellulaires extrêmement 
importantes dans l'organisation tissulaire lors du développement, mais 
également dans le maintien du tissu au cours du stade adulte (Yap A.S. et 
al., 1997). Ce complexe de jonction se retrouve juste en-dessous de la 
jonction serrée sous forme de ceinture. Un rôle d'adhésion entre lès cellules 
lui est conféré. Cette jonction est aussi formée d'un complexe de plusieurs 
protéines dont la E-cadhérine et les caténines (Perez-Moreno M. et al., 
2003) (figure 28). La formation d'homodimères de E-cadhérine (calcium 
dépendante) est essentiel à l'élaboration de la jonction adhérente. La 
zonula adherens fait un lien avec l'actine du cytosquelette par 
l'intermédiaire de la protéine a-caténine . 
3.2.2 DESMOSOMES (MACULA ADHERENS) 
Les desmosomes sont des jonctions cellulaires permettant également le 
contact cellule-cellule. Une importance vitale a été discernée à ces 
jonctions. Une maladie mortelle de la peau, pemphigus, se déclare si les 
protéines desmosomales sont altérées (maladie résultant de la production 
d'anticorps contre leurs propres protéines desmosomales) (Alberts et al., 
2002). Ces jonctions cellulaires sont nombreuses et se retrouvent sous la 
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jonction adhérente. Elles sont liées au cytosquelette, plus précisément aux 
filaments intermédiaires, par des liaisons homophiliques et hétérophiliques 
de protéines calcium-dépendantes de la famille des cadhérines 
(desmogléine et desmocolline). Ce complexe de jonctions est aussi constitué 
de protéines telles que la desmoplakine et plakoglobuline (Hu ber O., 2003 ; 
Alberts et al., 2002) (figure 2C). L'interaction des desmosomes avec le 
cytosquelette permet la transmission des forces appliquées sur une cellule à 
sa voisine. Cette interaction contribue à orienter les filaments en réponse 
aux forces mises en jeu sur la cellule. Ceci permet donc à la cellule de 
répondre à des stress mécaniques. 
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Figure 1. Les jonctions cellulaires A) Représentation des différentes 
jonctions cellulaires présentes au niveau des cellules épithéliales: les 
jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les desmosomes, les jonctions 
communicantes et les hémidesmosomes. B) Diagramme des trois 
principaux types de jonctions cellulaires au contact cellule-cellule des 
cellules épithéliales. Représentation par microscopie électronique de la 
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Figure 2. La structure moléculaire et les interactions protéiques des 
jonctions intercellulaires principales de cellules épithéliales. A) Jonctions 
serrées : représentation des interactions possibles au niveau des protéines 
formant les jonctions serrées ( Z0-1, Z0-2, Z0-3, claudines et occludines) 
B) Jonctions adhérentes : jonctions cellulaires basées sur l'interaction des 
E-cadhérine (calcium-dépendantes) et d'autres protéines afin d'établir un 
lien avec l'actine et les microtubules du cytosquelette. C) Desmosomes: 
un lien avec les filaments intermédiaires est réalisé par des protéines 
jonctionelles calcium-dépendantes, la desmogléine et la desmoplakine . La 

















Z0-2 J' ~.IAM 
7116 
Cereijido M. et al., 2000 
E-cadherin 
• <l:a " 
•c:.H (:t " • . ( ... 
•Ca ' ( :1 • • Ca 
1W9 pl~O pllO 






mDia \rp2· 1 \.Încuhn ~-uctrnm 
l·-ad111 










intermediate filaments 7 
Molecular biology of THE CELL, 4ième édition. 
2. La polycystine-1(PC-1) 
2.1 ADPKD 
La PKD (polycystic kidney disease) est une maladie génétique affectant la 
population générale à une fréquence d'environ 1 sur mille (Forrensteiner et 
al., 1999 ; Gabow, 1993). Elle peut se présenter de façon dominante, ADPKD 
(autosomal dominant polycystic kidney disease) ou récessive, ARPKD 
(autosomal recessive polycistic kidney disease). La polykystose rénale 
autosomique dominante (ADPKD) est la forme la plus commune de la PKD. 
Ce syndrome se caractérise au niveau physiologique par des perturbations 
de la polarité et des fonctions spécifiques des cellules épithéliales rénales 
tubulaires amenant éventuellement à des kystes « fluid-filled » dans les 
néphrons de façon asymétrique (figure 3A et 3B) (Sutters M. et Germino 
G.G, 2003). L'évènement primaire qui donne lieu à la formation du 
phénotype kystique n'est pas encore connu jusqu'à ce jour. Diverses 
manifestations extra-rénales sont également observées dont un incidence de 
diverticuloses coliques . chez les 2/3 des patients (surtout les dialysés) 
(Perrone R.D., 1997). Au niveau moléculaire, les recherches démontrent 
que la mutation des gènes PKD1 et PKD2 sont les causes directes de 
l'apparition de cette maladie génétique. L'initiation de la formation de 
8 
Figure 3. Illustration d'un rein normal et d'un rein cystique. A) La 
polykystose rénale autosomique dominante (ADPKD) est caractérisées 
par des lésions kystique au niveau du rein. Le nombre de kystes peut 
devenir tellement important que la masse du rein passe de 200g à 5 kg. 
B) Rein polycystique extrait d'une femme de 48 ans atteint de la 
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de kystes repose sur une mutation somatique où la délétion de la seconde 
allèle est observée (Grantham J.J., 2001) qui s'explique par le modèle 
« two-hits » (Reeders S., 1992; Pei Y., 2001 ). Le phénotype de la maladie 
est le même si la mutation est sur le gène PKD1 ou sur le gène PKD2. Il est 
intéressant de mentionner que la majorité des cas d' ADPKD, soit environ 
85%, est due à une mutation du gène PKD1 (Stein M.P.,2002). Au niveau 
rénal, si la polycystine-1 et/ou la polycystine-2 sont altérées, il est possible 
d'observer une prolifération anormale des cellules épithéliales tubulaires, 
mais également la production et la dégradation anormale de la matrice 
extracellulaire et la perte partielle de la polarité de la cellule (Sutters M. et 
Germino G.G, 2003). 
2.2 Le gène PKD1 
Le gène PKD1 a été localisé sur le petit bras (p) du chromosome 16 (13.3) 
(figure 4A ) (Reeders S.T. et al., 1985). Ce n'est qu'en 1995 que le gène 
PKD1 a été cloné (International polycystic kidney disease consortium, 1995). 
Ce gène utilise 14.2 kb pour la région codante et est réparti en 46 exons sur 
un total de 53 kb (figure 4B ). Le produit du gène PKD1 est la polycystine-1 
(PC-1 ). Les mutations touchant le gène PKD1 sont de plusieurs natures. Des 
mutations « non-sens .. , « faux-sens .. et « de déphasage .. rendent la 
protéine non-fonctionnelle ou disfonctionnelle. En se référant au tableau de 
la figure 3C, il est possible de voir que les mutations du gène PKD1 ne sont 
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pas observées sur un locus particulier, mais peuvent se localiser sur la 
majorité des exons du gène. Une excellente compilation des différentes 
mutations possibles a été réalisée par l'équipe du Dr. Peter Harris (Rossetti 
et al., 2002). 
2.3 La protéine polycystine-1 
Le gène PKD1 code pour une protéine transmembranaire putative, 
polycystine-1 (PC-1 ), d'un poids moléculaire d'environ 480 kDa (figure 5). 
Son extrémité N-terminal de 3000 acides aminés contient un domaine LRR 
(leucine rich repeat), un domaine lectine, un domaine LOL-A (low density 
protein), 16 domaines PKD (lg-like) et un domaine REJ (receptor for egg 
jelly). Cette protéine compte également 7-11 domaines transmembranaires, 
5 boucles intracellulaires et un domaine (-terminal intracellulaire. La 
polycystine-1 est exprimée dans plusieurs tissus dont le rein, le cerveau, le 
cœur, les os et les muscles (Peters J.M.D., 1999). Sa fonction physiologique 
n'est pas encore connue. La polycystine-1 serait impliquée dans la 
différenciation terminale et dans la polarité des cellules épithéliales de rein 
en se basant sur les observations chez la souris KO pour la polycystine-1 (Lu 
W. et al., 1997 et Bhunia A.K.,2002) et sur sa localisation dans le complexe 
E-cadhérine/caténine de la jonction adhérente (Huan Y. et al., 1999) ainsi 
que dans les desmosomes (Scheffers M.S. et al., 2000, Bukanov N.O. et al., 
2002). L'adhésion cellule-cellule pourrait être un élément clé à la fonction 
11 
de la polycystine-1. La polycystine-1 semble aussi importante dans la 
signalisation. Le domaine cytoplasmique en (-terminal de la polycystine-1 
est important dans la régulation de la prolifération et de la morphogenèse 
des cellules épithéliales de rein (Nickel et al., 2002; Roitback T. et al., 
2004). L'activation de la voie Wnt par la stabilisation de la p-caténine et de 
l'activation des facteurs de transcription TCF /LEF a été prouvée (Kim E. et 
al., 1999). Le (-terminal de la polycystine-1 régulerait aussi la signalisation 
de protéine G par l'activation de la voie c-JNK (c-Jun N-terminal kinase) et 
de PKC-a (Parnell SC et al., 1998). Bhunia et al. en 2002 ont démontré que 
la polycystine-1 est également impliquée dans l'arrêt du cycle cellulaire 
par l'activation de la voie de signalisation JAK-STAT et p21 cip1twcf1. 
Finalement, la polycystine-1 formerait un complexe avec la polycystine-2 
afin de moduler le calcium (canal) (Ikeda M. et Guggino W.B., 2002). La 
mise en évidence de ce complexe a été faite par l'équipe du Dr. Ong avec 
des essais de co-immunoprécipitation et de co-localisation (Newby L.J. et 
al., 2002). 
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Figure 4. Le gène pkd1. A) Le gène pkd1 (barre rouge sur le dessin) se 
situe le bras court du chromosome 16 (13.3). B) La représentation des 
introns et exons du gène pkd1.C) C) Tableau représentant certaines 











































' ' "1 - .1. .1c 
fJ 




































- . - - ---
1113.11 p1l.11 p1 ::l.11 
l'l?M2 
-lllMb 
p1 2..l p12.2 
UMOO 
p12.1 
Germino G.G, 1997 
l\JrtUJ:,U!'M~ 
F,1m1l{s l>.wi1k l ~:i lnt 
Rt•pliLJlt•d JI 
ll~J l 1 1 
4 ...., 
. ~\.:.-.\t.,.,,, u..,.... IL!,.. . ...-....!_l,,_,l? ...... _ .:iT~ ..... ~ Ltfilt.iÎ\li-~~ 
5 Hl 15 2U 1 1 i 1.1 
. .< ·c T<TffCTCCTTCTCffCAffCCC .. 



































































































Rossetti S. Et al., 2002 
13 
Figure 5. Le produit du gène pkd1 : la polycystine-1 . La polycystine-1 
est une glycoprotéine membranaire de 4302 acides aminés possédant 
une masse moléculaire de 460 KDa. Dans sa région extracellulaire (N-
terminal (NHi), elle possède plusieurs domaines bien illustrés dans la 
figure : un domaine LRR, un domaine lectine, un domaine LOL-A, 16 
domaines PKD (IG-like) et un domaine REJ ( receptor for egg jelly). Elle 
contient aussi 5 boucles intracellulaires et 7-11 domaines 
transmembranaires. Son extrémité (-terminal (COOH) renferme un 
motif coiled-coil. À noter un domaine GPS (G-protein-coupled receptor 




VV.SC domain ; 
Ctype 







m .. XVI 
Extracell ul ar 
domain 




Sandford. R, 2000 
14 
2.4 Importance de la polycystine-1 au niveau du système rénal 
2.4.1 Souris KO pour le gène pkd1 (in vivo) 
Les souris KO pour le gène pkd1 se développent normalement jusqu'au 
jour embryonnaire (E14.5) (Lu W. et al., 1997 et Bhunia A.K.,2002). Après 
E14.5, la formation de kystes à partir de tubules de rein de ces souris KO est 
visualisée, et ce à une période où normalement les tubules s'élongent et 
maturent. Les souris meurent in utero suite à de multiples kystes au niveau 
du rein et du pancréas et de problèmes vasculaires (Joly D. et al., 2003; Lu 
et al., 1997; Kim K. et al., 2000). Au niveau cellulaire, les cellules de 
tubules rénaux n'atteignent pas le stade de différenciation terminale. 
L'implication de la polycystine-1 dans l'initiation de la différenciation 
terminale s'explique possiblement par sa présence au niveau des jonctions 
intercellulaires et des cascades qu'elle active. 
2.4.2 Effet de la surexpression de la polycystine-1 dans les MDCK (in 
vitro) 
Les cellules MDCK (Mardin-Darby canine kidney cells) peuvent former des 
tubules rénaux lorsque mises en culture dans un gel de collagène trois 
dimensions et traitées au HGF (Hepatocyte growth factor) (Montesano R. et 
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al. , 1991 et Boletta A. et al., 2000). Si la polycystine-1 est surexprimée 
dans les MDCK, cette dernière est suffisante à induire la formation de 
tubules rénaux dans un gel trois dimensions sans l'aide du HGF. Les cellules 
surexprimant la polycystine-1 ont un plus faible taux de prolifération et 
d'apoptose, contrairement aux cellules mutées pour le gène PKD1 (Boletta 
A. et al., 2000). Lorsque les sous-clones surexprimant la polycystine-1 
perdent l'expression de la polycystine-1, l'apparition d'un phénotype 
cystique est inévitable (Bhunia A.K. et al. 2002, Boletta A. et al., 2000). Ces 
résultats suggèrent que la polycystine-1 est capable d'induire la formation 
de tubules rénaux et qu'elle est impliquée dans la différenciation terminale. 
2.4.3 Expression endogène de la polycystine-1 et sa localisation dans les 
cellules MDCK 
Des études suggèrent que la polycystine-1 doit être à la membrane des 
cellules épithéliales pour être fonctionnelle (Scheffers M.S, 2000 ; Roitback 
T., 2004 et Bukanov N.O. et al., 2002). Une perte de localisation au niveau 
de la membrane baso-latérale amène un phénotype kystique. La 
polycystine-1 est localisée au niveau des jonctions adhérentes (zonula 
adherens) et des desmosomes (macula adherens) dans les cellules 
épithéliales de rein (Scheffers M.S. et al., 2000, Bukanov N.O. et al., 2002 
et Huan Y. et al., 1999) . 
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2.4.4 Implication de la polycystine-1 dans la polarité des cellules 
épithéliales de rein 
La présence de la polycystine-1 au niveau des jonctions adhérentes et 
des desmosomes des cellules épithéliales de rein a été montrée (Scheffers 
M.S. et al., 2000, Bukanov N.O. et al., 2002 et Huan Y. et al., 1999). 
L'importance de la polycystine-1 dans la polarité des cellules épithéliales de 
rein est justifiable en se référant au phénotype d'une cellule ADPKD 
(mutation de la polycystine-1 ). La perte de polarité de ces cellules inclue 
des changements au niveau de la signalisation, de la différenciation et du 
transport vectoriel. Arnould T. et al. (1998) ont montré que les petites 
protéines G et que la PKC-a permettent l'activation de la voie JNK/ AP-1 
(facteur de transcription) par la polycystine-1. Son implication a également 
été démontrée au niveau de la voie de signalisation JAK/STAT (Bhunia A.K. 
et al., 2002) et Wnt (Kim E, et al., 1999). La régulation appropriée des 
voies de signalisation est nécessaire à un développement normal du rein. 
Des modifications au niveau de la polarité membranaire de la pompe 
Na+K+ATPase et du récepteur EGF ainsi que la séquestration de la E-
cadhérine au niveau du compartiment intracellulaire sont observées suite au 
défaut primaire de la mutation de la polycystine-1 dans les cellules ADPKD 
(Du J. et Wilson P.D., 1995, Wilson P.D. et al., 1991; Charron A.J. et al., 
2000, Roitbak T. et al., 2004). L'altération de la signalisation ou du 
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complexe de la polycystine-1 mène à un phénotype immature et à une 
dédifférenciation partielle (Stein M.P. et al., 2002) (figure 6 ). 
18 
Figure 6. Illustration de la dédifférenciation partielle et de la perte de 
la polarité dans les cellules ADPKD. Les différentes recherches ont 
prouvées que l'altération de la signalisation ou du complexe de 
polycystine-1 amène la cellule dans un phénotype immature et 
dédifférencié. La flèche représente le niveau de différenciation des 
cellules ADPKD sur une échelle totale de différenciation allant donc 
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La polycystine-1 se localise aussi au niveau du cilium primaire dans le rein. 
Il pourrait être très intéressant d'étudier le cilium primaire au niveau de 
l'intestin pour savoir si la polycystine-1 s'y localise. 
3. Le cilium primaire 
3. 1 Caractéristiques générales 
Le cilium primaire a été observé pour la première fois en 1898 par Zimmerman 
K.W. (1898). Quelques décennies plus tard, soit à la fin des années 90, un 
regain d'intérêt a été vu pour ce petit organite (figure 7A et 7B). On lui conféra 
le rôle d'antenne sensorielle pour les cellules (Roth K.E. et al., 1988; Schwartz 
E.A. et al., 1997; Praetorius HA et Spring K.R., 2001). Le cilium primaire est un 
cil non-motile (9+0) possédant 9 doublets de microtubules (Pazour G.J.et 
Rosenbaum J.L., 2002) (figure 7C). Sa membrane est la continuité de la 
membrane plasmique de la cellule. Ce petit organite varie d'une espèce à 
l'autre. On le retrouve, en général, à la surface apicale des cellules (Wheatley 
D.N., 2000). Certains cilia ont été localisés, cependant, à la membrane basale 
et en-dessous de la membrane plasmique. La taille du cilium peut varier de 2 
µm à 30 µm dans le rein (Joly D. et al., 2003) et se retrouve chez la plupart des 
cellules de vertébrés. L'intestin est une exception à la règle (Wheatley D.N. et 
al., 1996). En fait, la seule évidence provient, 25 ans plus tôt, de l'analyse 
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d'une crypte intestinale d'un fœtus de 9 semaines (Moxey C.P. et Trier J.S., 
1978). Aucun cilium n'a été vu sur des modèles cellulaires intestinaux. Une 
excellente compilation des cellules possédant un cilium primaire est réalisée 
depuis 2000(www. members. global2000. net/-bowser I cilial ist. html). La fonction 
physiologique est inconnue, mais plusieurs résultats montrent que le cilium 
primaire agirait en tant que senseur de flux, de mécanorécepteur (Nauli S.M. et 
al., 2003, Praetorius H.A. et Spring K.R., 2001 et Praetorius H.A. et Spring K.R., 
2002). 
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Figure 7. La structure du cilium primaire. A) Image à 7500 X en 
microscopie à balayage (SEM) d'un long cilium primaire à la suface d'une 
cellule épithéliale de tubule proximal de rein. B) Image en microscopie 
électronique à balayage d'un cilium primaire sur une cellule de la zona 
glomerulosa de rat. C) Architecture microtubulaire observée dans un 
cilium motile (9+2) (1) et dans la majorité de cilia primaire non-motile 
(9+0) (2). 
A 
Wheatley D.N. et al., 1996 
B 
Ong A.C. et Wheatley D.N., 2003 c 
Pazour G.J.et Rosenbaum J.L., 2002 
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4. Hypothèse et objectifs 
Étant donné son implication dans le développement et le maintien de la 
cytoarchitecture des cellules épithéliales de rein, nous avons émis l'hypothèse 
que la polycystine-1 est impliquée dans l'acquisition et le maintien du 
phénotype polarisé et différencié des cellules épithéliales intestinales 
humaines. 
Dans le but de vérifier cette hypothèse, l'objectif général de la présente 
étude était d'identifier et de caractériser la polycystine-1 au niveau de 
l'épithélium intestinal humain. Nos objectifs spécifiques étaient de : 
1) Déterminer l'expression et la localisation de la polycystine-1 dans 
l'épithélium intestinal humain in vivo et dans les modèles cellulaires qui 
récapitulent l'axe crypte-villosité. 
2) Vérifier l'expression de la polycystine-1 selon l'état de polarité des 
cellules épithéliales intestinales. 
3) Déterminer la présence et la fonctionnalité du cilium primaire au niveau 
de l'épithélium intestinal humain. 
4) Déterminer la localisation de la polycystine-1 au niveau du cilium primaire 
dans l'épithélium intestinal humain. 
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Il- MATÉRIELS ET MÉTHODES 
1. Tissus humains 
Les spécimens d'intestin grêle de fœtus humains de 13 à 20 semaines de 
gestation (post-fertilisation) obtenus par avortement thérapeutique et 
d'adultes obtenus par le don d'organe ont été utilisés dans notre étude. Les 
spécimens sains acquis seulement dans de courts délais (moins de 1 heure) ont 
été employés. Ce projet a été fait en conformité avec les protocoles d'éthique 
approuvés. 
2. Culture cellulaire 
Dans nos études, deux Lignées épithéliales intestinales humaines ont été 
utilisées. 
2.1. Les cellules Caco-2/15 
La Lignée cellulaire de carcinome de colon humain Caco-2/15 est un 
clone (Beaulieu J.F. et Quaroni A, 1991) provenant de La Lignée parentale de 
Caco-2 (HTB37;American Type Culture Collection, Rockville, MD; Fogh J., 
1977). À confluence, ces cellules entament spontanément un processus de 
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différenciation entérocytaire observé ;n vjvo dans l'intestin humain. Ce 
processus mènera à l'expression de marqueurs de différenciation entérocytaire. 
Ces cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM (Gibco BRL, Burlington, ON.) 
contenant 10% (v/v) FBS CELLect Gold (ICN Biomedicals INC., Aurora, OH), 4 
mM de glutamine (Gibco BRL) et 20 mM HEPES (Gibco BRL), à 37° C dans une 
atmosphère humide composée de 95% d'air et 5% de C02. Les changements de 
milieu étaient effectués aux 48 heures. 
2.2 Les cellules HIEC-6 
Les cellules HIEC-6 ont été générées d'un intestin fœtal humain normal 
(Perreault N. et Beaulieu J.F., 1996). Ces cellules sont prolifératives et 
n'expriment aucun marqueur de différenciation des cellules de la villosité. Les 
cellules ont été cultivées dans du milieu Opti-Mem 1 (Gibco BRL, Rockville, MD) 
contenant 4% (v/v) de sérum de veau fœtal (FBS CELL Gold) (ICN Biomedicals 
lnc.), 2 mM de glutamine (Gibco BRL), 10 mM HEPES (Gibco BRL) et 5 ng/ml 
d'EGFh (BD Biosciences, Bedford, MA), à 37° C sous une atmosphère humide 
composée de 95% d'air et 5% de C02. Les changements de milieu étaient 
effectués aux 48 heures. 
25 
3. lmmunofluorescence indirecte 
3.1 Tissus humains 
Les cryosections de 3 µm de tissus humains ont été obtenues à l'aide 
d'un cryostat Leica CM3050 (Meyer Instruments, lnc., Houston). Les sections 
ont, par la suite, été déposées sur une lame de verre silanisée, séchées à l'air 
ambiante pendant 1 heure et placées à -80°C jusqu'à utilisation. Les sections 
ont été fixées pendant 10 minutes à -20°C dans le méthanol 100%, lavées au 
PBS (phosphate-buffered saline) et bloquées pendant 30 minutes dans du PBS 
contenant 10 % de lait en poudre écrémé. Les lames ont ensuite été incubées 1 
heure avec différentes préparations d'anticorps primaire dans du PBS 
contenant 10 % de lait en poudre écrémé (tableau 1 ). Après 3 lavages au PBS, 
les lames ont été incubées avec l'anticorps secondaire 1 :25 dans du PBS 
contenant 10 % de lait en poudre écrémé (tableau 1 ). Les noyaux ont été 
colorés avec une solution de DAPI diluée 1 :5000 pendant 2 minutes. Après 3 
lavages au PBS, les lames ont été montées à l'aide d'une solution de glycérol-
PBS (9 :1) contenant 0.1% de paraphénylènediamine et observées à l'aide d'un 
microscope leica DM-Rxa (Leica) équipé pour la fluorescence. 
3.2 Cellules 
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Les cellules ont été ensemencées sur des lames multichamps, Lab-teck 
(Nalge Nunc International, Napierville, IL), jusqu'à l'atteinte de la confluence 
désirée. Les cellules ont été rincées 2 fois avec du PBS froid et fixées au 
méthanol 100% pendant 10 minutes à -20°C. Les cellules traitées ont été 
solubilisées à l'aide d'une solution froide de lyse/stabilisation du cytosquelette 
(contenant 1% de Triton X-100, 50 mM NaCl, 10 mM PIPES pH 6,8, 300 mM de 
sucrase et 3 mM MgCli) avant la fixation de 30 minutes. Les cellules ont été par 
la suite incubées à température pièce dans une solution de PBS contenant 10 % 
de lait en poudre écrémé et 1 heure dans une solution contenant chacun un 
anticorps primaire du tableau 1 dans une solution de PBS contenant 10 % de 
lait en poudre écrémé. Les cellules ont été incubées en présence d'un anticorps 
secondaire du tableau 1, 1 /25 dans du PBS contenant 10 % de lait en poudre 
écrémé, pendant 1 heure après 3 lavages préalables de 5 minutes au PBS. Des 
contrôles négatifs (sans anticorps primaire) ont été effectués pour chaque 
expérimentation. Les cellules rincées au PBS ont été colorées dans une solution 
de DAPI diluée 1 /5000 pour 2 minutes. Après 3 lavages au PBS, les lames ont 
été montées à l'aide d'une solution de glycérol-PBS(9 :1) contenant 0.1% de 
paraphénylènediamine et observées à l'aide d'un microscope leica DM-Rxa 
(Leica) équipé pour la fluorescence. 
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Tableau 1 : Anticorps utilisés pour les immunofluorescence indirectes. 
Anticorps primaire 
Anticorps Type Protéine Fixation Dilution Source 
Espèce reconnue 
Anti-PC-1 Polyclonal Polycystine-1 Méthanol 1/250 Richard Sandford 
Lapin Cambridge, UK 
Anti-E- Monoclonal E-cadhérine Méthanol 1/250 Transduction 
Cadherin Souris Labotaries 
Mississauga, ON 
Anti-E- Polyclonal E-cadhérine Méthanol 1/250 Santa Cruz 
Cadherin Lapin Biotech 
Santa Cruz, CA 
ZK-31 Monoclonal Épi tope Méthanol 1/100 Sigma-Aldrich 
Souris Desmosomal Oakville, ON 
Anti- Monoclonal Tubuline-a Méthanol 1 /1000 Sigma-Aldrich 
acetylated Souris acétylée Oakville,ON 
tubulin 
Anticorps secondaire (1/25) 
Anticorps Type reconnu 
Anti-Rabbit- lgG Lapin 
Rhodamine 
Anti-Rabbit- lgG Lapin 
FITC 
Anti-Mouse lgG souris 
FITC 
Anti-Mouse lgG souris 
Rhodamine 
Méthode de révélation Source 
Rhodamine Chemicon lnt 
Temucula, CA 
FITC Chemicon lnt 
Temucula, CA 
FITC Chemicon lnt 
Temucula, CA 
Rhodamine Chemicon lnt 
Temucula, CA 
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4. lmmunobuvardage de type western 
4.1 Solubilisation des protéines cellulaires 
4.1.1. Tampon de solubilisation Laemmli 
Les cellules contenues dans chaque pétri ont été préalablement lavées à 
deux reprises avec du PBS. Deux cents cinquante ul pour les cellules HIEC et 
500 ul pour les cellules Caco-2/15 de tampon de solubilisation Laemmli 
(tampon tris-HCl 0, 125M pH 6,8, 0,23% de glycérol, 0,001% de bleu de 
bromophénol (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) contenant 5% de p-mercaptoéthanol 
(Bio-Rad) ont été ajoutés dans chaque pétri de 1 OO mm. Les échantillons ont 
été récupérés dans le tampon de solubilisation, soniqués (Ultrasonic processor; 
Mandel Scientific, St-Laurent, QC) à trois reprises pendant 5 secondes puis 
chauffés à 95°C pendant 5 minutes. Les débris cellulaires ont été éliminés par 
une centrifugation de 10 minutes à T0 pièce à 13 000 rpm. Les lysats cellulaires 
ont été conservés à -20°C. 
4.1.2. Tampon de solubilisation de lyse/stabilisation du cytosquelette 
(Isolation de la fraction soluble et insoluble) 
Les cellules contenues dans chaque pétri 1 OO mm ont été lavées à deux 
reprises avec du PBS. Deux cents ul de tampon de solubilisation de 
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lyse/stabilisation du cytosquelette (1% de Triton X-100, 50 mM NaCl, 10 MM 
PIPES pH 6,8, 300 mM de sucrose et 3 mM MgCl2) ont été ajoutés dans chaque 
pétri de 100 mm. Les échantillons ont été récupérés dans le tampon de 
solubilisation de lyse/stabilisation du cytosquelette et laissés sur la glace pour 
30 minutes. Le surnageant (partie soluble) a été récupéré après 20 minutes de 
centrifugation à 13 000 rpm à 4°C, et conservé à -20°C. Le culot (partie 
insoluble) a été solubilisé à l'aide de 200 ul du tampon Laemmli et récupéré 
suivant la procédure décrite en 4.1. 1. 
4.2 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SOS-PAGE) 
Suite au dosage de protéines selon la méthode modifiée de Lowry 
(Peterson G.L., 1977), 100 ug ont été utilisés pour les échantillons préparés à 
partir du tampon de solubilisation Laemmli et 20% du volume des échantillons 
préparées à partir du tampon de solubilisation de lyse/stabilisation du 
cytosquelette. Les protéines ont été séparées sur un gel séparateur 8% 
(acrylamide/bisacrylamide 30: 0, 15 (Bio-Rad), 0,75 M de Tris HCl pH8,8 et 1% 
de SOS) de type Thomas-Kornberg (Thomas et Kornberg, 1975). Les gels 
concentrateurs contenaient 4% d'acylamide/bisacrylamide 29 :1, 0.25M tris-HCl 
pH6,8 et 1% SOS. L'électrophorèse se déroulait à 70V dans un tampon composé 
de 0,61% Tris-HCl, 0, 1% de SOS et 2,88% de glycine dans l'eau bidistillée 
pendant 16 heures. Une fois la migration complétée, les protéines ont été 
transférées sur une membrane de nitrocellulose (Bio-Rad), pré-incubée 10 
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minutes dans le tampon de transfert (1,4% de glycine et 0,3% de Tris en solution 
dans l'eau bidistillée) dans un appareil Bio-Rad pendant 30 minutes à 20 volts, 
puis 90 minutes à 100 volts. L'efficacité du transfert a été vérifiée par la 
coloration au rouge de Ponceau 0,2% (Sigma-Aldrich). Les membranes ont été 
décolorées 10 minutes avec du PBS sous agitation. 
4.3 lmmunodétection des protéines 
Les membranes ont été saturées en protéines (blocage) pendant une 
heure dans une solution contenant 10% de lait écrémé en poudre. Elles ont été 
ensuite incubées avec l'anticorps primaire dans du PBS contenant 5 % de lait 
en poudre écrémé pour une période de 16 heures à 4°C. Les membranes ont été 
lavées à trois reprises avec du PBS contenant 0,2% de Tween 20 (Bio-Rad) et 
incubées avec l'anticorps secondaire couplé à la peroxydase 1 /5000 dans une 
solution de PBS contenant 5 % de lait en poudre écrémé pour 60 minutes à 
température de la pièce. Les membranes ont été lavées de nouveau avec du 
PBS/Tween 20 0,2% et du PBS à trois reprises chacune. Les bandes 
immunoréactives ont finalement été révélées avec le système ECL Western 
Blotting Analysis System (Amersham Life Science, Piscataway, NJ). 
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L' ARN total des cellules HIEC et Caco-2/15 a été préparé avec du triPUR 
(Roche). La réaction a été réalisée avec 2 µg d' ARN total, 0,5 µg d'oligo- (dt) 
12-18 primer (Qiagen) et la transcriptase inverse Omniscript (Qiagen). L'amorce 
sens 5> acggctttgcactcttcct 3' et l'amorce antisens 5'gtggtcgctaatgctgctgcaa 3' 
spécifique pour la polycytine-1 humaine ont été utilisées. Le simple brin ADN a 
été amplifié dans du tampon à PCR (Quiagen) contenant 0,20 µM des deux 
amorces, 200 µM de dNTPs et 2,5 U de TAQ (Qiagen) pour 35 cycles de 
dénaturation (1 minute à 94°C) et d'alignement (1 minutes à 57°C ) dans un 
« thermal cycler » (Perkin-Elmer DNA thermal Cycle model 480). 
6. Microscopie électronique 
Les tissus humains ont été rincés à deux reprises avec du PBS et 5% de 
saccharose et infiltrés avec une solution de saccharose 2,3 M pour 60 minutes à 
température de la pièce. Les tissus ont par la suite été rapidement congelés 
dans l;azote liquide. Des sections de 75 nm ont été préparées à l'aide un 
ultramicrotome Ill (LKB Bromma, Suède), rincées deux fois avec du PBS et 
bloquées pendant 30 minutes avec du PBS contenant 10 % de lait en poudre 
écrémé 10% à température de la pièce. Les sections ont été par la suite 
incubées pendant une période de 16 heures avec l'anticorps primaire 1 /25 
(contenu dans du PBS contenant 10 % de lait en poudre écrémé ) à 4°C et 1 
heure avec la protéine A 10 nm (Sigma-Aldrich) à température de la pièce dans 
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du PBS contenant 10 % de lait en poudre écrémé . Finalement, les sections on 
été colorées à l'acétate d'uracyl et observées à l'aide d'un microscope 
électronique à transmission Hitachi H-7500 (Hitachi High-technologies Canada, 
Canada). 
7. Microscopie à balayage 
Les cellules ont été lavées pendant 5 minutes à deux reprises avec du 
tampon Cacodylate de sodium (caca) 0, 1M pH7,4. Les cellules ont alors été 
fixées pour 2 heures avec du glutaraldéhyde 2.5% dans un tampon caca 0, 1M pH 
7,4, lavées 5 minutes à deux reprises avec du tampon caca 0, 1M pH7,4 et post-
fixées une heure dans le tampon caca 0, 1 M pH 7 ,4 contenant 1 % de tétroxyde 
d'osmium. Les cellules ont été placées dans de l'eau bidistillée pour la nuit. 
Une étape de déshydratation des lamelles a suivi. Les cellules ont été placées 
subséquemment pour une durée de 5 minutes dans de l'éthanol 30%, 40%, 
50%, 70%, 85%, 95%, 3X 100%. Les spécimens ont été séchés dans une cloche au 
sec pour éviter qu'ils ne réabsorbent l'humidité. Les cellules ont été montées 
avec des autocollants conducteurs au carbone (TED Pella lnc., CA), métallisées 
avec de l'or palladium (5-15 nm) (Hummer 6; Anatech Ltd., Springfield, Va) et 
observé au détecteur d'électrons secondaire à l'aide d'un microscopie 
électronique à balayage JSM 840 (JEOL (USA) lnc., MA). 
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8. Perfusion 
Les cellules ont été rincées à cinq reprises avec le milieu extracellulaire (140 
mM NaCl, 1,2 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2, 15 mM HEPES et 10 mM de glucose; à pH 
7,3) et incubées avec 500 ul de milieu extracellulaire contenant du Fluo-4 AM 
10 µM à l'abri de la lumière pour 20 minutes à 37°C. Une fois le Fluo-4 AM 
enlevé, les cellules ont été de nouveau rincées à cinq reprises avec du milieu 
extracellulaire et incubée avec 1 ml de ce milieu à l'abri de la lumière pendant 
une période de 30 minutes à 37°C afin de permettre la désestérification. Les 
cellules ont été de nouveau rincées avec du milieu extracellulaire (5x) et 
placées dans la chambre de perfusion sur un microscope inversé à fluorescence. 
Le flux de la perfusion passe sur les cellules à environ 1.7 µl sec·1 et à 8.5 µl 
sec·1 et la réponse cellulaire à ce flux est visionné à l'aide d'un microscope 
inversé à fluorescence. 
9. Inhibition et restauration des jonctions cellulaires (figure 8) 
Les cellules Caco-2/15 post confluentes de deux jours ont été privées en 
sérum 16 heures dans un milieu Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 
(Gibco BRL) contenant uniquement de la glutamine 4 mM (Gibco BRL) et de 
l'HEPES 20 mM (Gibco BRL). Les cellules ont par la suite été traitées avec de 
l'EGTA 4 mM pour 30 minutes à 37°C. Ce traitement permet de rompre des 
jonctions cellulaires. Le remplacement du milieu des cellules avec du milieu 
frais contenant 1,8 mM de CaCli pour 30 minutes a permis de restaurer les 
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différentes jonctions (Laprise P. et al., 2002; Pece S. et al., 1999; Voltberg 
T., 1986). Les cellules ayant subi le traitement étaient alors manipulées tel que 
décrit à la section 3.2 pour l'immunofluorescence indirecte. 
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Figure 8. Représentation schématique du traitement à l'EGTA 4 mM et au 
CaCli 1.8 M des cellules intestinales HIEC et Caco-2/15 pour l'inhibition et 
la restauration des jonctions intercellulaires. Lorsque les cellules sont 
traitées avec de l'EGTA 4 mM, les jonctions intercellulaires, calcium 
dépendante, sont défaites. La réintroduction de la concentration calcique 
adéquate dans le milieu des cellules par du CaCli permet la réorganisation 
des ces différentes jonctions intercellulaires. 
<< )} 
EGTA4 mM CaCl2 1.8 mM 
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Ill- RÉSULTATS 
1. Expression de la polycystine-1 dans l'épithélium intestinal humain. 
Afin d'identifier la présence de la polycystine-1 dans l'épithélium 
intestinal humain, un anticorps polyclonal reconnaissant spécifiquement le 
domaine LRR (a-leucine-rich repeat) de la région extracellulaire de la 
polycystine-1 a été utilisé. Les premières études, ;n v;vo, ont été effectuées 
par immunofluorescence indirecte sur plusieurs tissus intestinaux fœtaux 
humains de 13 à 20 semaines de gestation ainsi que sur des tissus adultes 
humains. En se référant à la figure 9 (A, B, C et D), il est possible de voir que la 
polycystine-1 est exprimée dans l'ensemble des tissus, tant fœtaux qu'adultes. 
L'expression de la polycystine-1 se localise au niveau du contact cellule-cellule 
des cellules épithéliales tout au long de l'axe crypte-villosité et ne varie pas 
selon ·le développement. Au niveau du mésenchyme, aucun marquage 
spécifique avec l'anticorps contre la polycystine-1 est discerné. Deux modèles 
cellulaires intestinaux, les cellules HIEC et Caco-2/15, ont été utilisés afin de 
représenter l'axe crypte-villosité (figure 10). Les cellules HIEC représentent les 
cellules prolifératives, non différenciées, de la crypte de l'intestin humain 
(Perreault N. et Beaulieu J.F., 1996). Les cellules Caco-2/15 sont pour leur part 
un excellent modèle pour étudier la différenciation entérocytaire. Ce sont des 
cellules prolifératives qui à l'atteinte de la confluence se différentient. Après 
plusieurs jours de confluence ces cellules possèdent un degré de différenciation 
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entérocytaire équivalent aux entérocytes de l'intestin humain in vivo (Vachon 
P.H. et al., 1996). Des études d'immunofluorescence indirecte ont également 
été réalisées dans ces modèles cellulaires. La localisation au contact cellules-
cellules de la polycystine-1 est observée pour les cellules Caco-2/15 (figure 
11 C) tandis qu'elle se localise plutôt au niveau intracellulaire dans les cellules 
HIEC (figure 11 D). Les noyaux des cellules ont été marqués à la coloration au 
DAPI (points bleus de la figure 11 A et 11 B). 
L'expression du gène PKD1 a été confirmée par l'obtention d'un produit 
à 400 pb représentant une portion du mRNA de la polycystine-1 par analyse RT-
PCR dans les cellules HIEC et les cellules Caco-2/15 (figure 15A). Comme 
l' ARNm de la polycystine-1 est exprimé dans les modèles cellulaires, nous avons 
également vérifié le niveau d'expression protéique. 
Par immunobuvardage de type Western (Western blot), l'expression de la 
polycystine-1 est aussi révélée (figure 12B). La taille des bandes détectée varie 
cependant entre les cellules HIEC et les cellules Caco-2/15 différenciées. La 
masse moléculaire de la polycystine-1 est de 480 KDa ( International Kidney 
Disease Consortium, 1995). Un volume égal de protéines à été utilisé pour 
chaque puits (100 ug). L'obtention de la bande de la polycystine-1 par 
immunobuvardage dans des lysats cellulaires totaux n'est pas toujours évidente 
pour certains types cellulaires. La faible expression et/ ou la difficulté à 
effectuer l'électrophorèse de cette large protéine de 480 kDa compliquent les 
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expérimentations (Huan Y. et Adelsberg J.V., 1999). Une bande d'environ 480 
kDa est observable uniquement dans l'extrait protéique du lysat total des 
cellules HIEC (figure 126, 1). Dans les cellules Caco-2/15, deux bandes 
d'environ 250 KDa sont retrouvées (figure 126, 2). Cela pourrait bien être 
associé à son clivage au site GPS de son extrémité N-terminale et à d'autres 
sites de clivage inconnus de la protéine dans l'intestin humain (Qian F. et al., 
2002). Le site GPS est le site de clivage de d'autres protéines également 
(Krasnoperov V.G. et al., 1997). L'ensemble des différents résultats de notre 
caractérisation a permis premièrement d'observer que la polycystine-1 est 
exprimée tout le long de l'axe crypte-villosité de l'épithélium intestinal 
humain tant in vivo qu'in vitro et ce peu importe le stade de développement. 
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Figure 9. lmmunodétection de la polycystine-1 (PC-1) dans l'intestin 
fœtal et adulte humain. lmmunofluorescence indirecte de cryosections 
d'intestin fœtal de 13 semaines de gestation (a) 15 semaines de gestation 
(b) 19 semaines de gestation (c) et d'intestin adulte (d) avec l'anticorps 
polyclonal reconnaissant spécifiquement le domaine LRR (a-leucine-rich 
repeat) de la région extracellulaire de la polycystine-1. Le marquage de la 
PC-1 se localise au niveau du contact cellule-cellule tout le long de l'axe 




13 semaines 15 semaines c D 
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) 
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Figure 10. Modèles cellulaires utHlsés dans notre étude récapitulant 
l'axe crypte-vlllosité d'un intestin grêle humain. La lignée cellulaire HIEC 
représentant les cellules de la crypte et les Caco-2/15 représentant les 
cellules de la villosité. Les cellules Caco-2/15 sont un modèle cellulaire 
utilisé pour étudier la différenciation cellulaire tandis que les HIEC sont 




Figure 11. lmmunodétection de la polycystine-1 (PC-1) dans les modèles 
cellulaires intestinaux, HIEC et , Caco-2/15, par immunofluorescence 
indirecte avec l'anticorps polyclonal reconnaissant spécifiquement le 
domaine LRR (a·leucine-rich repeat) de la région extracellulaire de la 
polycystine-1. Les cellules HIEC ont été cultivées dans un milieu optimem 
supplémenté de 4% en sérum (FBS) tandis que les cellules Caco-2/15 ont 
été cultivées dans du milieu DMEM additionné de 10% de sérum (FBS) 
jusqu'à confluence. Les cellules ont alors été fixées et soumises à une 
immunodétection pour l'antigène de la PC-1. Dans les caco-2/15, le 
marquage de la polycystine-1 est localisé au contact cellule-cellule. Dans 
les cellules HIEC, l'antigène de la PC-1 se retrouve au niveau 
intracellulaire. 
) 
Caco 2/15 +5 
( confluente) 
HIEC ( confluente) 
A 
B 




Figure 12. Étude non-quantitative de l'expression de l 'ARNm et de la 
protéine PC-1. Les cellules HIEC ont été cultivées dans un milieu optimem 
supplémenté de 4% en sérum (FBS) tandis que les cellules Caco-2/15 ont 
été cultivées dans du milieu DMEM additionné de 10% de sérum (FBS). A) 
RT-PCR sur les HIEC 0 et Caco-2/15 à différents jours de confluence (se, 0, 
+5, +15). La PC-1 est exprimée dans les modèles intestinaux, HIEC et Caco-
2/15. B) lmmunobuvardage de type Western de la polycystine-1 dans les 
lignées cellulaires intestinales HIEC (1) et Caco-2/15 (2). 100 µg de lysat 
cellulaire de HIEC et Caco-2/15 ont été séparés sur un gel de 
polyacrylamide 8%, transférés sur une membrane de nitrocellulose et 
soumis à un immunobuvardage avec un anticorps reconnaissant 
spécifiquement le domaine LRR (a-leucine-rich repeat) de la région 
extracellulaire de la polycystine-1. Une bande à 480 kDa est retrouvée 
uniquement dans les cellules HIEC tandis que deux bandes aux alentours 
de 250 kDa sont observées dans les caco-2I15. 
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2. La localisation de la polycystine-1 dans les jonctions adhérentes et les 
desmosomes 
2.1 La co-localisation de la polycystine-1 avec des protéines de jonction 
La polycystine-1 se retrouve au niveau de l'épithélium intestinal humain. 
Cette expression dans les tissus intestinaux humains et dans les cellules Caco-
2/15 semble se localiser au niveau du contact cellule-cellule. Pour étudier plus 
précisément la localisation de la polycystine-1 dans la membrane plasmique, 
des études de co-localisation avec des molécules de jonction ont été 
effectuées. L'anticorps polyclonal contre la polycystine-1 a été utilisé de pair 
avec des anticorps monoclonaux anti-E-cadhérine, protéine associée à la zonula 
adherens, et Zk-31, un antigène desmosomal. Une étude d'immunofluorescence 
indirecte a été effectuée sur des tissus intestinaux humains au niveau des 
jonctions serrées, avec un anticorps anti-occludine, mais aucune co-localisation 
n'a été observée. Ceci corrèle avec ce qui a déjà été vu dans la littérature pour 
le système rénal et qui montre que la polycystine-1 et la Z0-1 (un autre 
marqueur des jonctions serrées) par étude d' immunofluorescence indirecte, ne 
co-localisent pas (Sheffers M.S. et al., 2000; Bukanov N.O. et al., 2002). Des 
études en microscopie confocale sur le rein illustrent que les protéines sont 
distribuées à différents niveaux de la membrane plasmique (Sheffers M.S. et 
al., 2000). 
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Analysée, sur différents tissus intestinaux humains fœtaux (13 à 20 
semaines de gestation) et adultes, par étude de double marquage en 
immunofluorescence indirecte, la polycystine-1 (marquage en vert de la figure 
13A et 13B) co-localise partiellement avec la E-cadhérine (marquage en rouge 
de la figure 13C et 130) dans les jonctions adhérentes. Le marquage en jaune, 
signe de co-localisation, de la figure 13E et 13F illustre bien ces différentes 
régions. Aucune différence au niveau du double marquage avec la polycystine-1 
et la E-cadhérine n'est observable entre le stade fœtal et adulte, le niveau de 
co-localisation est le même. Le marquage de la ZK-31 (figure 14C et 140), par 
immunofluorescence indirecte, présente toutefois une très grande similarité 
avec le marquage de la polycytine-1 (figure 14A et 14B) dans les tissus fœtaux 
et adultes : un marquage jaune ponctuel aux jonctions intercellulaires de la 
membrane plasmique latérale (figure 14E et 14F)). ln vitro, les différentes 
études de co-localisation avec les molécules de jonction confirment ce qui avait 
été vus précédemment dans les tissus intestinaux humains (figure 15 et 16). 
Dans les cellules Caco-2/15, par étude d'immunofluorescence indirecte, le 
marquage de la polycystine-1 (figure 15A) et de la E-cadhérine (figure 15B) se 
chevauche partiellement au niveau des jonctions adhérentes, peu importe le 
stade de confluence des cellules. Le marquage de la polycystine-1 et de la E-
cadhérine en jaune est également, au niveau des cellules intestinales, un signe 
de co-localisation (figure 15C). Le marquage de la polycystine-1 (figure 16A) et 
de la ZK-31 (figure 16B) se superpose totalement (marquage en jaune de la 
figure 16C) au niveau des desmosomes et ce également peu importe la 
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confluence des cellules Caco-2/15. La polycystine-1 co-localise partiellement 
avec la E-cadhérine des jonctions adhérentes et totalement avec l'antigène 
desmosomal dans l'épithélium intestinal humain tant in vivo qu'in vitro. Ceci 
correspond à une première évidence de la localisation de la polycystine-1 dans 
les jonctions intercellulaires. 
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Figure 13. Étude de la co-localisation (pour jonction adhérente) de la 
polycystine-1 et la E-cadhérine dans l'intestin fœtal et adulte humain par 
immunofluorescence indirecte. Les tissus intestinaux humains ont été fixés 
au méthanol, bloqués avec du blotto 10% et soumis à une 
immunodétection pour l'antigène de la PC-1 (A et B) et de la E-cadhérine 
(Cet D) en même temps. La co-localisation entre la PC-1 et la E-cadhérine 














Figure 14. Étude de la co-localisation (pour desmosome) de la 
polycystine-1 et de la ZK-31 dans l'intestin fœtal et adulte humain par 
immunofluorescence indirecte. Les tissus intestinaux humains ont été fixés 
au méthanol, bloqués avec du blotto 10% et soumis à une 
immunodétection pour l'antigène de la PC-1 ( A et B) et de la ZK-31 (C et 
D) en même temps. La co-localisation entre la PC-1 et la ZK-31 dans les 
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Figure 15. Étude de la co-localisation (pour jonction adhérente) de la 
polycystine-1 et la E-cadhérine dans les Caco-2/15. Les cellules Caco-2/15 
ont été cultivées dans du milieu DMEM additionné de 10% de sérum (FBS) 
jusqu'à 10 jours de confluence. Par la suite, les cellules ont été fixées et 
soumis à une immunodétection pour l'antigène de la PC-1 (rouge) et de la 
E-cadhérine (vert). Les antigènes de la PC-1 (A) et de la E-cadhérine (B) se 
retrouvent aux niveaux des jonctions intercellulaires et co-localisent 
partiellement (C). 
) 





PC-1 + E-Cadhérine 
c 
50 
Figure 16. Étude de la co-localisation (pour desmosome) de la 
polycystine-1 et de la ZK-31 dans les Caco-2/15. Les cellules Caco-2/15 
ont été cultivées dans du milieu DMEM additionné de 10% de sérum (FBS) 
jusqu'à 10 jours de confluence. Par la suite, les cellules ont été fixées et 
soumis à une immunodétection pour l'antigène de la PC-1 (lapin) et de la 
ZK-31 (souris). Les antigènes de la PC-1 (A) et de la ZK-31 (B) se 
retrouvent aux niveaux des jonctions intercellulaires et co-localisent 
totalement (jaune de la figure C). 
Caco-2115 + 10 iours confluence 
A PC-1 
B ZK-31 




2.2 La localisation de la polycystine-1 par microscopie électronique 
En support à ces différentes études de co-localisation avec les molécules 
de jonctions, la présence de la polycystine-1 a été analysée dans les jonctions 
adhérentes et les desmosomes par microscopie électronique. Les expériences 
de microscopie électronique ont été difficiles à réaliser puisque l'anticorps 
polyclonal reconnaissant spécifiquement le domaine LRR (a-leucine-rich repeat) 
de la région extracellulaire de la polycystine-1 ne reconnaît plus son épitope 
dans des tissus pré-fixés à la para-formaldéhyde. Aucun marquage de la 
polycystine-1 avec les billes d'or n'est observable sur ces tissus humains pré-
fixés au para-formaldéhyde en microscopie électronique. La fixation des tissus 
fœtaux de 17 semaines a donc due être omise. Les différents tissus ont été 
inclus dans un gradient de sucrase afin de conserver le plus possible les 
différentes structures des tissus. La figure 17 représente deux cellules 
épithéliales possédant une zonula adherens marquée avec de l'or de 10nm. Les 
différentes jonctions sont discernables par une morphologie distinctes 
comprenant des structures plus denses et compactes au contact cellule-
cellule. La représentation à 10000X de la figure 17 montre la bordure en brosse 
(BBR) et le noyau (N) comme points de repaire. Aucun marquage de la 
polycystine-1 n'est observé dans les structures et membranes adjacentes. La 
figure 18 expose deux desmosomes qui se suivent marqués également avec de 
l'or 10 nm (polycystine-1 est aussi l'anticorps primaire utilisé). Pour cette 
figure, le marquage de la polycystine-1 est aussi spécifique aux desmosomes. 
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Ces expériences en microscopie électronique nous montrent que la polycystine· 
1 se localise bien au niveau des jonctions adhérentes et des desmosomes dans 
les cellules épithéliales intestinales humaines. 
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Figures 17. lmmunolocalisation de la polycystine-1 dans une jonction 
adhérente de l'épithélium de l'intestin fœtal humain par microscopie 
électronique à transmission. Les tissus de 17 semaines de gestation non-
fixés ont été inclus dans une solution de glucose 2.3 M. L'immunodétection 
a été réalisée avec l'anticorps primaire reconnaissant spécifiquement le 
domaine LRR (a-leucine-rich repeat) de la région extracellulaire de la 
polycystine-1 et un anticorps secondaire de lapin couplé à l'or (10 nm). 
Les structures plus denses et compactes représentent les jonctions 
intercellulaires au contact cellule-cellule. La bordure en brosse (BBR) et le 
noyau(N) sont les points de repère. La jonction adhérente remarquée par 
l'indication de la flèche rouge renferme la PC-1 identifiable par les petits 
points noirs (or). 
) 
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Figure 18. lmmunolocalisation de la polycystine-1 dans les desmosomes 
de l'épithélium de l'intestin fœtal humain par microscopie électronique à 
transmission. Les tissus de 17 semaines de gestation non-fixés ont été 
inclus dans une solution de glucose 2.3 M. L'immunodétection a été réalisé 
avec l'anticorps primaire reconnaissant spécifiquement le domaine LRR (a.-
leucine-rich repeat) de la région extracellulaire de la polycystine-1 et un 
anticorps secondaire de lapin couplé à l'or (10 nm). Les structures plus 
denses et compactes représentent les jonctions intercellulaires au contact 
cellule-cellule. Les desmosomes sont remarqués par l'indication de la 




2.3 Isolement de la polycystine-1 comme étant une protéine associée au 
cytosquelette 
Plusieurs études ont déjà démontré que les protéines de jonctions 
cellulaires comme celles des jonctions adhérentes sont Liées directement au 
cytosquelette (Hülsken et al., 1994; Peters D.J. et al., 1999). Par traitement au 
Triton X-1 OO, un détergent non-ionique, il est possible de solubiliser les 
protéines des membranes cellulaires ainsi que celles du cytosol alors que les 
protéines associées au cytosquelette demeurent dans la fraction insoluble. 
Lorsque les cellules épithéliales intestinales sont traitées avec une solution de 
Triton X-100 1% avant la fixation, le marquage de la polycystine-1 et de la E-
cadhérine à la jonction intercellulaire de la membrane plasmique est conservé 
uniquement pour les cellules Caco-2/15 (figure 19A) alors que le marquage 
intracellulaire de la polycystine-1 dans les cellules HIEC disparaît après le 
traitement au Triton X-100 1% (figure 196). Des études de co-localisation 
montrent que les co-localisations partielle pour la E-cadhérine des jonctions 
adhérentes et totale pour la Zk-31 des desmosomes avec la polycystine-1 
demeurent dans les cellules Caco-2/15 après traitement au Triton X-100 
(résultats non-montrés). 
Par immunobuvardage de type Western, les fractions solubles et insolubles 
des cellules HIEC et les Caco-2/15 traitées au Triton X-100 ont été analysées 
(figure 19C) avec un anticorps polyclonal reconnaissant le domaine LRR (a-
leucine-rich repeat) de la région extracellulaire de la polycystine-1. Dans les 
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cellules HIEC, la forme à 480 KDa est visible dans les fractions soluble (figure 
19C, piste 4) et insoluble (figure 19C piste 3). Dans les cellules Caco-2/15, le 
précurseur à 480 KDa de la polycystine-1 est aussi percevable dans la fraction 
soluble, ainsi que les fragments clivés de la protéine aux alentours de 250 KDa 
(figure 19C piste 2). Dans la fraction insoluble, il est possible de voir 
exclusivement les fragments clivés de la polycystine-1 (figure 19C piste 1). Le 
clivage de la polycystine-1 pourrait possiblement être important dans notre 
modèle cellulaire Caco-2/15 pour sa localisation à la membrane. Le clivage 
aberrant de certaines protéines comme le TGF alpha dans les lignées cellulaires 
de carcinomes de colon humain a déjà été observées (Yang H. et al., 2000). Il 
est alors important de ce questionner sur la nature cancéreuse des cellules Caco-
2/15 et leur rôle potentiel dans la nature du clivage de la polycystine-1. Dans nos 
expériences, la nature cancéreuse des cellules Caco-2/15 ne semble pas 
influencer la clivage de la polycystine-1 puisque des bandes de masse similaire 
sont retrouvées dans les modèles cellulaires normaux comme les MDCK et les 
IMCD. Ces résultats suggèrent que la polycystine-1 est liée aux cytosquelette 
dans les cellules polarisées, Caco-2/15. 
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Figure 19. Isolement de la polycystine-1 comme étant une protéine 
associée au cytosquelette par des études d'immunofluorescence 
indirecte et d'immunobuvardage de type western sur les cellules 
HIEC et Caco-2/15. A et B) Les cellules HIEC et Caco-2/15 ont été 
traitées avec un tampon de lyse/stabilisation du cytosquelette composé de 
triton X-100 1% pour 30 minutes et ont subi une immunofluorescence 
indirecte. A) Pour les Caco-2/15, le marquage de la polycystine-1 (rouge) 
et de la E-cadhérine (vert) demeure après le traitement. Une indication 
que la polycystine-1 est liée au cytosquelette dans les Caco-2/15. B) Le 
marquage de la polycystine-1 (rouge) au niveau intracellulaire est dissipé 
après le traitement au Triton X-100 1%. C) Les cellules intestinales ont 
aussi été traitées avec un tampon de lyse/stabilisation du cytosquelette 
composé de triton X-100 1% pour 30 minutes. Après 20 minutes de 
centrifugation, la partie soluble du lysat cellulaire est recueillie. La partie 
insoluble est traitée au tampon Laemmli 1X. Avec l'anticorps de la 
polycystine-1, la protéine à 480 kDa est recueillie dans les fractions de 
HIEC et dans la partie soluble des Caco-2/15. Dans la fraction insoluble des 
Caco-2/15, des fragments aux alentours de 250 kDa sont retrouvés. La 
piste 1 représente la fraction soluble HIEC. La piste 2 représente la 
fraction insoluble HIEC. La piste 3 représente la partie soluble Caco-2/15. 
la piste 4 représente la partie insoluble Caco-2/15. 
Caco-2/15+ 10 non-traité Caco-2/15 +10 traité 
E-cadhérine 
PC-1 
HIEC 0 non-traité HIEC 0 traité 
B 
PC-1 








2.4 Inhibition et restauration des jonctions cellulaires 
Une autre évidence qui permet de confirmer l'association directe ou 
indirecte de la polycystine-1 avec les jonctions adhérentes et les desmosomes 
sont les expériences de « calcium switch » ( Sheffers M.S. et al., 2000). 
L'intégrité des différentes jonctions intercellulaires est complètement mise en 
jeu par ces expériences de «calcium switch » (Jones J.C. et Goldman R.D., 
1985). Initialement, le marquage de la E-cadhérine, de la ZK-31 et de la 
polycystine-1 dans les Caco-2/15 se localise au niveau des jonctions 
intercellulaires (figure 20A). Après le traitement de 30 minutes au chélateur de 
calcium, EGTA 4 mM, le marquage de la E-cadhérine, de la ZK-31 et de la 
polycystine-1 se retrouve sous une forme diffuse en périphérie des cellules 
Caco-2/15 (figure 20B). Les différents temps d'incubation avec l'EGTA 4 mM et 
le calcium 1 .8 mM ont été démontrés préalablement et proviennent de la 
littérature (Mattey DL et Garrod DR, 1986; Pece et al. 1999; La prise p. et al., 
2002). 30 minutes après rétablissement du CaCl2, la restauration des jonctions 
cellulaires est visible par le marquage à nouveau de la E-cadhérine, de la ZK-31 
et de la polycystine-1 (figure 20C) au niveau des jonctions intercellulaires. La 
polycystine-1 semble suivre le patron d'inhibition (perte de sa localisation dans 
jonctions intercellulaires) et de restauration des jonctions intercellulaires mis 
en évidence par le marquage de la E-cadhérine et de la ZK-31 dans les Caco-
2/15. 
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Figure 20. Inhibition et restauration des jonctions intercellulaires par 
expérience de « calcium switch ». Les cellules Caco-2/15 ont été 
cultivées dans du milieu DMEM additionné de 10% de sérum (FBS) jusqu'à 2 
jours de confluence. Les cellules caco-2/15 ont été ensuite privées en 
sérum 16 heures avant le traitement au EGTA 4 mM. A) La polycystine-1, la 
E-cadhérine et la ZK-31 se localisent à la jonction intercellulaire avant les 
traitements. B) 30 minutes après le traitement au EGTA 4 mM, la 
polycystine-1, la E-cadhérine et la ZK-31 se retrouvent en périphérie de la 
cellule. Les jonctions cellulaires ont été inhibées. C) 30 minutes après le 
traitement au CaCli 1.8 mM, la polycystine-1, la E-cadhérine et la ZK-31 se 
retrouvent de nouveau à la jonction intercellulaire. Les concentrations 
adéquates de calcium permettent la restauration des jonctions 
intercellulaires qui sont calcium dépendantes. 








3. La polycystine-1 dans les cellules HIEC E-cadhérine 
Une association directe de la polycystine-1 et de la E-cadhérine a déjà 
été démontrée par immunoprécipitation dans des cellules de rein et de 
pancréas humain (Roitback T. et al.,2004; Huan Y. et Adelsberg J.V., 1999) Des 
études ont également dévoilé que la polycystine-1 et la E-cadhérine ne 
dépendent pas l'une de l'autre pour se retrouver à la membrane plasmique 
(Bukanov N.O. et al., 2002). Les cellules HIEC ont la particularité de ne pas 
exprimer la E-cadhérine et certaines protéines desmosomales. Le marquage de 
la polycystine-1 dans les cellules HIEC se localise au niveau intracellulaire 
(figure 21A). Afin de vérifier si la réintroduction de la E-cadhérine permet à la 
polycystine-1 de se localiser à la membrane plasmique des cellules HIEC, nous 
avons utilisé des cellules HIEC qui expriment de façon stable la E-cadhérine. 
Nos résultats montrent que la polycystine-1 demeure localisée au niveau 
intracellulaire et ce même après 6 jours de post-confluence (figure 21 B). La 
réintroduction de la E-cadhérine dans les cellules HIEC n'est pas suffisante pour 
amener la polycystine-1 à la membrane des ces cellules. 
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Figure 21. La réintroduction de la E-cadhérine dans les cellules HIEC et 
la localisation de la PC-1. A)Le marquage de la polycystine-1 (rouge) avec 
l'anticorps reconnaissant spécifiquement le domaine LRR de la 
polycystine-1 dans les cellules HIEC se localise au niveau intracellulaire. Le 
marquage pour le E-cadhérine est négatif puisqu'il n'y a pas de E-
cadhérine dans ce type de cellule intestinale. B) F. Escaffit du groupe de 
biologie cellulaire a produit une lignée cellulaire stable de HIEC exprimant 
la E-cadhérine aux jonctions intercellulaires (marquage en vert). La 
réintroduction de la E-cadhérine dans les cellules HIEC n'est pas suffisante 
pour amener la PC-1 (marquage en rouge) à la membrane plasmique et ce 














4. Identification du cilium primaire dans l'épithélium intestinal 
L'intérêt de notre étude s'est tourné premièrement à vérifier la présence 
du cilium primaire dans l'épithélium intestinal humain. L'identification du 
cilium primaire dans l'épithélium intestinal humain a été vaine jusqu'à 
maintenant (Wheatley et al., 1996). Un anticorps monoclonal anti-tubuline-a 
acétylée a été utilisé initialement au niveau du rein fœtal, par 
immunofluorescence indirecte, pour s'assurer de sa spécificité pour le cilium 
primaire. La tubuline-a acétylée est employée préférablement à la tubuline, 
car elle est concentrée au niveau de cette structure cellulaire. Des cilia 
primaires, marqués en vert sur la figure 22, sont présents au niveau des tubules 
rénaux fœtaux de 17 semaines de gestation, par étude d'immunofluorescence 
indirecte. Les cilia primaires observés au niveau du rein s'apparente à la 
structure présentée dans les études de Pazour et Rosenbaum (2002). 
Nous avons trouvé que les cellules HIEC posèdent des cilia primaires bien 
définies détectables par immunofluorescence indirecte avec l'anticorps dirigé 
contre la tubuline-a acétylée (figure 23A). Des études de microscopie à 
balayage (SEM) sur des cellules HIEC ont ensuite été effectuées afin de 
confirmer les résultats. En se référant à la figure 24, les cilia primaires sont 
bien visibles. La structure observée s'apparente à ce qui a déjà été rapporté 
dans la littérature pour le rein ( voir figure 7A de l'intro) (Wheatley D.N. et 
al., 1996). Par contre, aucun cilium primaire n'est détecté dans les Caco-2/15 
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par immunofluorescence indirecte et ce peu importe le stade de confluence des 
cellules (figure 238). Le seul marquage visible est le marquage du réseau de 
microtubule qui est aussi reconnu par l'anticorps de la tubuline-a acétylée. 
Nous avons également analysé l'expression de la tubuline-a acétylée par 
immunofluorescence indirecte dans l'intestin humain fœtal et adulte. Pour 
l'intestin fœtal humain, un marquage diffus au niveau des cellules épithéliales 
du fond de la crypte est observé (figure 258). Pour l'intestin adulte humain, ce 
marquage diffus semble être présent, mais il est également possible de 
détecter des structures qui s'apparentent à des cilia primaires matures au 
niveau des cellules épithéliales de quelques cryptes (figure 25A ). 
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Figure 22. Spécificité de l'anticorps de la tu bu li ne-a acétylée pour le 
cilium primaire du rein fœtal humain. lmmunofluorescence indirecte sur 
un rein fœtal de 17 semaine avec la tubuline acétylée pour identifier des 
cilia primaires dans le rein fœtal humain. L'anticorps pour identifier le 





Figure 23. lmmunodétection de cilium primaire dans les modèles 
cellulaires de l'épithélium intestinal humain, les HIEC et les Caco-2/15. 
Les cellules HIEC ont été cultivées dans un milieu optimem supplémenté 
de 4% en sérum (FBS) tandis que les cellules Caco-2/15 ont été cultivées 
dans du milieu DMEM additionné de 10% de sérum (FBS). A) 
lmmunofluorescence indirecte avec l'anticorps monoclonal de la tubuline-
a acétylée sur les HIEC afin d'identifier des cilia primaires. Les cellules 
ont tout d'abord été fixées au méthanol. Les HIEC possèdent un cilium 
primaire d'environ 1.5 µm sur chaque cellule. B) lmmunofluorescence 
indirecte sur les Caco-2/15 avec l'anticorps spécifique pour les cilia 
primaires. Aucun cilium primaire n'a été identifié, simplement du 





Figure 24. Étude de microscopie à balayage (SEM) afin d'identifier la 
présence de cilia primaires à la surface des cellules épithéliales 
intestinales humaines, les HIEC. Les cellules HIEC ont été fixées à l'aide 
d'une solution de glutaraldéhyde 2.5%. Même à une représentation à 
2000X, le cilium primaire d'environ 1.5 µm est visible à la surface des 
cellules HIEC. Les cilia sont indiqués sur les représentations à 2000x, à 
5000x et à 7500X par une flèche bleue. 
) 
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Figure 25. lmmunodétection du cilium primaire avec l'anticorps 
monoclonal de la tubuline-a acétylée dans l'épithélium intestinal humain 
in vivo. A) lmmunofluorescence indirecte sur un tissu adulte sain. Le 
marquage pour le cilium primaire se retrouve à la surface des cellules 
épithéliales de l'intestin du fond de la crypte. Un seul cilium est retrouvé 
dans certaines cryptes comme celles montrées dans cette représentation 
en microscopie à fluorescence. B) lmmunofluorescence sur un tissu fœtal 
humain de 17 semaines. Le marquage spécifique et diffus pour le cilium 






5. La fonctfonnement du cilium primaire dans les cellules HIEC 
La question maintenant est de savoir si le cilium primaire présent dans 
les cellules HIEC est fonctionnel. Praetorius et Spring (2001) ont mis en 
évidence que le recourbement du cilium primaire à la surface des cellules 
MDCK, par l'augmentation de la circulation de liquide au-dessus des cellules 
(essai de perfusion), permet l'augmentation du calcium intracellulaire. Cette 
augmentation de calcium intracellulaire démontre que le cilium primaire est 
sensible mécaniquement et peut servir de senseur de flux. Afin de vérifier cette 
interprétation, les cellules HIEC ont été incubées avec un indicateur fluorescent 
et soumises à un flux liquide visant à faire plier le cilium primaire présent à la 
surface des cellules HIEC. Les changements de calcium intracellulaire libres ont 
alors été mesurés. La légende colorée à la figure 26 indique le niveau 
d'intensité de fluorescence. Avant le passage du flux de la perfusion, le niveau 
d'intensité de fluorescence des cellules HIEC est relativement faible (figure 
26). Après le passage de la solution à perfusion a une intensité de 5, une 
augmentation significative de calcium intracellulaire est observable de façon 
rapide et transitoire par une augmentation de l'intensité de couleur de la 
fluorescence (voir film sur CD). Nos expériences suggère que ce petit organite, 
le cilium primaire, dans les cellules HIEC est bien fonctionnel en réponse aux 
expériences de perfusion. 
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Figure 26. Validation de la fonctionnalité du cilium primaire retrouvée à 
la surface des cellules HIEC. La légende colorée indique le niveau 
d'intensité de fluorescence. Avant le passage du flux de la perfusion, le 
niveau d'intensité de fluorescence des cellules HIEC est relativement 
faible. Après le passage de la solution à perfusion a une intensité de 5, 
une augmentation significative de calcium intracellulaire est observable 
de façon rapide et transitoire par une augmentation de l'intensité de 




6. Co-localisation de la polycystine-1 et du cilium primaire dans 
/'épithélium intestinal humain 
Notre étude démontre que la polycystine-1 et le cilium primaire se 
retrouvent dans l'épithélium intestinal humain. Qu'en est-il de la co-
localisation de la polycystine-1 et du cilium primaire dans l'épithélium 
intestinal humain? Les études d'immunofluorescence indirecte dans les cellules 
HIEC avec l'anticorps polyclonal de la polycystine-1 et l'anticorps monoclonal 
de la tubuline-a acétylée montrent que la polycystine-1 se retrouve à la base 
du cilium primaire (figure 27). Cette observation suggère qu'il pourrait y avoir 
également un lien physiologique entre la polycystine-1 et le cilium primaire 
dans l'épithélium intestinal humain. 
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Figure 27. lmmunodétection de la polycystine-1 au niveau du cilium 
primaire dans les cellules HIEC. Un co-marquage entre l'anticorps 
polyclonal de la polycstine-1 et l'anticorps monoclonal de la tubuline-a 
acétylée a été effectué. Les cellules sont comme toujours cultivées dans 
un milieu optimem supplémenté de 4% en sérum (FBS). 
lmmunofluorescence indirecte du co-marquage entre l'anticorps polyclonal 
de la polycstine-1 et l'anticorps monoclonal de la tubuline-a acétylée. La 
polycystine-1 se retrouve à la base du cilium primaire dans les cellules 




La fonction physiologique de la polycystine-1 n'est pas encore connue 
,mais son implication dans de multiples processus cellulaires, surtout au niveau 
du système rénal, est établie. Elle serait impliquée dans l'initiation de la 
différenciation terminale et dans la signalisation intracellulaire possiblement 
par sa localisation dans les jonctions cellulaires (desmosomes et jonctions 
adhérentes) et au niveau du cilium primaire. Son importance au niveau du 
système rénal a été montré dans les souris KO pour le gène pkd1 (Lu W. et 
al., 1997 et Bhunia A.K.,2002). Étant donné son implication considérable dans le 
développement et le maintien de la cytoarchitecture des cellules épithéliales 
de rein, nous avons émis l'hypothèse que la polycystine-1 est impliquée dans 
l'acquisition et le maintien du phénotype polarisé et différencié des cellules 
épithéliales intestinales humaines. Afin de répondre à notre hypothèse de 
travail, nous avons tout d'abord cherché à déterminer 1) L'expression et la 
localisation de la polycystine-1 dans l'épithélium intestinal humain in vivo et 
dans les modèles cellulaires qui récapitulent l'axe crypte-villosité. 2) La 
variabilité de l'expression de la polycystine-1 selon l'état de polarité des 
cellules épithéliales intestinales. 3) La présence du cilium primaire au niveau 
de l'épithélium intestinal humain. 4) La localisation de la polycystine-1 au 
niveau du cilium primaire dans l'épithélium intestinal humain. Ces premières 
études sur la polycystine-1 ont permis de l'identifier et de la caractériser au 
niveau de l'épithélium intestinal humain. Tout d'abord, nous avons constaté 
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que la polycystine-1 est exprimée dans l'épithélium intestinal humain tant in 
vivo qu'in vitro. Dans les modèles cellulaires épithéliaux intestinaux, la 
localisation de la polycystine-1 varie selon l'état de polarité de ces dernières. 
Elle se localise au niveau des jonctions intercellulaires dans les cellules 
polarisées, Caco-2/15, et au niveau intracellulaire dans les cellules non-
polarisées, HIEC. Étant donné son emplacement dans les jonctions 
intercellulaires tant in vivo qu'in vitro (Caco-2/15), il est évident qu'elle 
pourrait être impliquée dans l'adhésion cellulaire et dans la signalisation. La 
cc-localisation avec la E-cadhérine et la ZK-31 sont de très bons indices. Nos 
résultats démontrent également que le cilium primaire est présent dans 
l'intestin humain et est associé à des cellules épithéliales du fond de la crypte. 
De plus, la fonctionnalité du cilium primaire dans les cellules HIEC a été 
démontrée par étude de perfusion ainsi que la localisation de la polycystine-1 à 
la base de ce dernier. 
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1. La polycystine-1 se retrouve dans l'épithélium intestinal 
humain et co-localise avec les jonctions adhérentes et les 
desmosomes. 
Aucune étude sur la polycystine-1 n'a été rapportée jusqu'à maintenant 
dans l'intestin humain. Le premier objectif de nos recherches était d'identifier 
l'expression et la localisation cellulaire de la polycystine-1 dans l'épithélium 
intestinal humain in vivo et dans les modèles cellulaires qui récapitulent l'axe 
crypte-villosité. Nous avons démontré, tout d'abord, par des analyses 
d'immunofluorescence indirecte, que la polycystine-1 est exprimée dans 
l'épithélium intestinal humain in vivo (13 à 20 semaines de gestation et 
adultes) tout le long de l'axe crypte-villosité et ce peu importe le stade de 
développement. La polycystine-1 est également exprimée in vitro dans les 
modèles cellulaires HIEC et Caco-2/15. L'expression et la localisation de la 
polycytine-1 au niveau des autres tissus humains sont controversées (Scheffers 
M.S. et al., 2000). La distribution baso-latérale et cytoplasmique de la 
polycystine-1 au niveau du rein humain varie au cours de son développement 
(Peters D.J.M. et al., 1996; Adelsberg J., 1997; Weston B.S. et al., 1997), 
contrairement à ce observé dans notre étude. Il ne semble pas y avoir de 
modulation des niveaux d'expression de la polycystine-1 dans l'intestin humain 
in vivo au cours de son développement. La polycystine-1 a été identifiée dans le 
système rénal comme étant une protéine membranaire qui se localise au niveau 
des jonctions intercellulaires (les desmosomes et les jonctions adhérentes) 
(Scheffers M.S. et al., 2000, Bukanov N.O. et al., 2002 et Huan Y. et al., 1999). 
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L'emplacement de la polycystine-1 à la membrane plasmique des cellules 
épithéliales est capitale. Une perte de localisation de la polycystine-1 au 
niveau de la membrane baso-latérale amène un phénotype partiellement 
dédifférencié. (Bukanov N.O. et al., 2002). L'organisation et le maintien de la 
polarité sont essentiels pour la conservation du phénotype et de la 
cytoarchitecture des cellules épithéliales. Les complexes de jonctions ont aussi 
une grande importance. Afin de confirmer la localisation de la polycytine-1 au 
niveau des jonctions intercellulaires, des expériences de co-localisation avec 
des molécules de jonctions telles que la E-cadhérine et la ZK-31 ont été 
entreprises in vivo et dans nos modèles cellulaires. Une co-localisation totale 
de la polycystine-1 avec les desmosomes et partielle avec la E-cadhérine est 
observée. Même après l'extraction au Triton X-100 1%, la co-localisation de la 
polycystine-1 avec les molécules de jonctions demeure dans les cellule Caco-
2/15. La polycystine-1 est donc une protéine associée directement ou 
indirectement au cytosquelette. Des expériences en microscopie électronique 
sur des tissus fœtaux humains viennent appuyer la présence de la polycystine-1 
au niveau des jonctions adhérentes et des desmosomes. Les rôles probables de 
la polycystine-1 par sa localisation dans les jonctions adhérentes et les 
desmosomes seront discutés à la section 3. 
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2. La localisation de la polycystine-1 varie selon l'état de polarité des 
cellules épithéliales intestinales humaines. 
La polycystine-1 est exprimée dans les cellules épithéliales tubulaires rénales 
fœtales et adultes et son niveau d' expression diminue presque totalement à 
l'âge adulte (Palsson R. et al., 1996 ; Van Adelsberg J.S. et al., 1997; 
lbrahimov-Breskrovnaya O. et al., 1997; Geng L. et al., 1997). Ceci a été vu 
autant chez l'humain que chez la souris ( Geng L. et al., 1997; Chauvet V. et 
al., 2002). La polycystine-1 serait aussi associée à la tubulogénèse. Boletta et 
al. en 2000 ont démontré que l'expression de la polycystine-1 dans les cellules 
MDCK placé dans une gel 3D est suffisante à induire in vitro la tubulogénèse et 
ce sans le facteur de croissance HGF. De plus, beaucoup d'évidences au niveau 
du rein démontrent que la polycystine-1 est régulée temporellement au cours 
du développement ( Chauvet et al., 2002 ; Van Adelsberg J. et al., 1997; Ward 
C.J. et al., 1996 ). Cette régulation différentielle de protéines serait même 
nécessaire à la formation adéquate des tubules de rein (Pollack A. L. et al., 
1998). De ce fait, Pollack a montré que la polarité de ces cellules épithéliales 
in vitro est réorganisée temporairement au cours de la tubulogénèse. De plus, 
Bukanov N.O. et al. en 2002 ont démontré in vitro que la polycystine-1 passe 
d'une localisation intracellulaire à une localisation à la jonction cellule-cellule 
une fois les cellules tubulaires polarisées et les lumières tubulaires formées. 
Cette perte de polarité des cellules épithéliales représente un facteur clé à la 
réorganisation de structures lors de la tubulogénèse du rein mais également 
77 
durant le développement de d'autres tissus épithéliaux ( Low S.H. et al., 2000; 
Sorokin L. et Ekblom P., 1992; Birchmeier W. et al., 1996). 
Ces observations pourraient bien corréler avec la localisation de l'expression 
de la polycystine-1 dans les modèles cellulaires intestinaux in vitro. Dans les 
cellules non-polarisées HIEC, la polycystine-1 se retrouve au niveau 
intracellulaire tandis qu'une localisation au contact cellule-cellule est 
observable pour les cellules polarisées, Caco-2/ 15. La localisation de la 
polycystine-1 au niveau intracellulaire des cellules HIEC, cellules représentant 
les cellules non-polarisées du fond de la crypte, pourrait se rapporter au 
caractère prolifératif que requière l'axe crypte-villosité pour le renouvellement 
des cellules épithéliales. Les cellules épithéliales intestinales ont la capacité de 
se renouveler constamment comparativement à la plupart des cellules 
épithéliales des autres organes matures fonctionnels (Balkovetz D.F., 1998). Par 
exemple, les cellules épithéliales de tubules rénaux, à l'atteinte de la 
croissance finale du rein, atteignent toutes une différenciation terminale et 
une localisation au contact cellule-cellule de la polycystine-1 comme pour les 
cellules Caco-2/15. Ces cellules demeurent immobiles sauf si leur régénération 
est nécessaire suite à une lésion rénale (Balkovetz D.F., 1998).Dans l'intestin, 
la présence de cellules épithéliales prolifératives au bas de la crypte est 
nécessaire au cours de toute la vie. Même après l'ajout de une expression 
forcée de la E-cadhérine dans les HIEC, la polycystine-1 reste localisée au 
niveau intracellulaire. Il est envisageable de penser que ces cellules 
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épithéliales intestinales ne possède pas tous les composantes nécessaires à 
l'atteinte d'une polarité ou d'une différenciation afin de conserver justement 
leur fonction à la base du renouvellement cellulaire. Pour leur part, il est bien 
connu que les cellules mésenchymateuses du rein acquièrent une polarité et 
des caractéristiques de l'épithélium par le changement au niveau de la 
composition de la matrice extracellulaire, des molécules d'adhésion et des 
intégrines (Biologie du développement, les grands principes, Lewis Wolpert, 
1998). La présence de la polycystine-1 au niveau intracellulaire suggèrent donc 
que cette dernière pourrait être associée in vitro aux cellules épithéliales 
prolifératives et non polarisées. 
3. La localisation de la polycystine-1 au niveau des jonctions 
intercellulaires pourrait l'impliquer dans l'adhésion cellulaire et la 
signalisation. 
La localisation de la polycystine-1 dans les jonctions intercellulaires 
suggère un rôle pour cette dernière dans l'adhésion cellulaire et/ou dans la 
signalisation des cellules épithéliales de l'intestin humain. 
3. 1Adhésion cellulaire 
Tout d'abord, la polycystine-1 au niveau de l'intestin pourrait être 
impliquée dans l'adhésion cellulaire, comme molécule d'adhésion. Huan et Van 
Adelsberg ont démontré, en 1999, la localisation de la polycystine-1 dans un 
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complexe contenant la E-cadhérine et des caténines des jonctions adhérentes 
dans les cellules rénales. De plus, Roitback T. et al. ont prouvé en 2004 que la 
polycystine-1 mutée des cellules ADPKD est incapable de reformer le complexe 
avec la E-cadhérine. L'adhésion cellule-cellule et la signalisation de la 
polycystine-1 sont altérés amenant ainsi à un phénotype cellulaire 
partiellement dédifférencié. Le complexe E-cadhérine/caténines joue un rôle 
crucial dans la stabilisation de l'adhésion par sa liaison au cytosquelette (Yap 
A.S. et al., 1997; Angst B.D. et al., 2001; Gottardi C.J. et al., 2001), et 
également dans la modulation de signaux de transduction impliquée dans 
l'expression de gène et du contrôle du cycle cellulaire (St-Amand A.L. et 
klymkowsky M.W., 2001 ). Au niveau de l'intestin, il a été démontré que la 
stabilisation des jonctions adhérentes par l'engagement de la E-cadhérine et 
les voies de signalisation qui agissent en aval de cette dernière ont une 
importance majeure dans la prolifération et la différenciation morphologique et 
fonctionnelle des entérocytes. Une co-localisation partielle de la polycystine-1 
avec la E-cadhérine est observée dans les cellules polarisées Caco-2/15 et dans 
les tissus intestinaux humains. Cette co-localisation est conservée même après 
un traitement au Triton X-100 1% et lors des expériences d'altération et de 
restauration des jonctions intercellulaires en variant la concentration calcique 
dans le milieu des cellules Caco-2/15. C'est donc une première évidence que la 
polycystine-1 pourrait être impliquée dans l'adhésion cellulaire au niveau du 
complexe comprenant la E-cadhérine dans les cellules épithéliales de l'intestin 
humain. 
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La polycystine-1 pourrait également se localiser au niveau des 
desmosomes afin d'assurer la signalisation pour l'adhésion cellulaire (Scheffers 
M.S. et al., 2000; lbraghimov-Beskrovnaya O. et al., 2000). Cependant, 
Scheffers et al. en 2000 ont démontré que la polycystine-1 n'est pas impliquée 
dans la formation des desmosomes des cellules rénales. Par contre, les 
mécanismes généraux de l'assemblage et de la formation des contacts cellule-
cellule stable des desmosomes ne sont pas encore connus (Huber O., 2003). Des 
« cross-talk ,, entre les jonctions adhérentes et les desmosomes sont cependant 
une hypothèse émise par Huen en 2002. Comme la polycystine-1 est présente 
dans les desmosomes de façon systématique tout le long de l'axe crypte-
villosité, un rôle pour cette dernière dans le maintien des desmosomes dans 
l'épithélium intestinal humain pourrait être envisagé. 
3.2 Les voies de signalisation 
Le domaine C-terminal de la polycystine-1 peut activer plusieurs voies de 
signalisation impliqués dans la morphogenèse et dans la prolifération des 
cellules épithéliales de rein (Nickel C. et al., 2002; Sutters et al., 2001 ). La 
localisation de la polycystine-1 au niveau des jonctions adhérentes dans un 
complexe comprenant la E-cadhérine et des caténines et dans les desmosomes 
au niveau de l'épithélium intestinal est des plus intéressante afin de l'impliquer 
aussi dans la signalisation des cellules épithéliales de l'intestin. La polycystine-
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1 au niveau du rein est impliquée dans l'activation de la voie de signalisation 
Wnt via la stabilisation de la J3-caténine et de l'activation des facteurs de 
transcription TCF-LEF( Kim E. et al., 1999). Cette étude a démontré que la 
polycystine-1 est capable de moduler la signalisation Wnt pendant le 
développement du rein. La morphogenèse rénale est régie par certains 
membres de la famille des Wnt, dont Wnt 4 et Wnt 11 (Kim E., et al., 1999). La 
voie Wnt/ J3-caténine joue également un rôle majeur dans la régulation de la 
prolifération des cellules épithéliales de l'intestin. Son incidence de mutations 
atteint même les 80% dans les cancers colorectaux (Morin P.J., 1999; Babyatsky 
M. W. et Podolsky O.K., 1999). Il serait donc possible de penser à l'implication 
de la polycytine-1 dans la régulation de la voie de signalisation Wnt dans 
l'épithélium intestinal humain. L'implication du domaine en C-terminal de la 
polycystine-1 dans la régulation des protéines G a aussi été démontrée dans le 
rein et pourrait également se retrouver au niveau de l'épithélium intestinal. 
Des études ont illustré que la polycystine-1 peut se lier et activer les protéines 
hétérotrimériques Gi/G0 in vitro (Parnell S.C., 1998; Parnell S.C. et al., 2002; 
Kim E. et al., 1999). Les protéines G hétérotrimériques sont aussi impliquées 
dans l'activation de c-Jun N-terminal et le facteur de transcription AP-1 par la 
polycystine-1 (Parnell S., 2002). De plus, Le N.H. et al. en 2004 a démontré 
effectivement que l'activité adéquate de AP-1 nécessiterait l'expression de 
cette dernière. Selon leur conditions expérimentales, la voie de signalisation 
Wnt n'est en rien affectée par une expression aberrante de la polycystine-1. 
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Les protéines G régulent des voies de signalisation impliquées dans la 
prolifération, la polarité et la différenciation (Grantham J.J., 2001 ). 
4. Le cilium primaire est un organite associé au fond de la crypte 
dans l'épithélium intestinal humain. 
Par l'utilisation d'un anticorps monoclonal contre la tubuline-a acétylée et qui 
reconnaît le cilium primaire, nous avons démontré la présence du cilium 
primaire dans l'épithélium intestinal humain. La seule autre évidence du cilium 
primaire dans l'épithélium intestinal été réalisée 25 ans plus tôt, soit en 1978 
par Maxey et Trier sur un spécimen de 9 semaines. De plus, la présence de 
cette organite a clairement été démontrée dans notre étude comme étant une 
structure associée à des cellules épithéliales du fond de la crypte dans 
l'épithélium intestinal humain tant in vivo qu'in vitro. 
Par son état fonctionnel dans le modèle cellulaire intestinal HIEC et sa 
localisation au niveau des cellules épithéliales de la crypte dans L'épithélium 
intestinal humain in vivo et in vitro, Le cilium primaire pourrait possiblement 
jouer plusieurs rôles. Un rôle majeur d'antenne sensorielle de l'environnement 
extracellulaire a été suggéré pour le cilium primaire (Roth K.E. et al., 1988; 
Schwartz E.A. et al., 1997; Praetorius HA et Spring K.R., 2001 ). Étant donné la 
présence de cilia primaires à la surface des cellules épithéliales du fond de la 
crypte, cellules très éloignées de la lumière intestinale, on pourrait supposer 
que le cilium primaire jouerait un rôle de régulateur dans la sensibilité des 
cellules épithéliales pour des molécules chimiques, des facteurs et d'autres 
substances (Wheatley et al., 1996). De plus, les cellules épithéliales du fond de 
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la crypte intestinale pourraient représenter les cellules guides, qui contrôlent 
par leur contact avec le milieu la régulation de la prolifération cellulaire au 
niveau de l'axe crypte-villosité. Pazour et Witman affirment que le cilium 
primaire possède des récepteurs associés avec le contrôle de la prolifération 
et/ou de l'apoptose. Le récepteur SST3 de la somatostatine (Bousquet C. et 
al., 2001) et le récepteur 5-HT6 sérotonine (Brailov 1 et al., 2000) au niveau du 
cilium primaire dans le cerveau en sont deux exemples. Le cilium primaire 
pourrait donc être associé aux cellules prolifératives de la crypte qui in vitro 
sont représentées par les cellules HIEC. 
Deuxièmement, au niveau des tissus intestinaux adultes humains, la présence 
unique d'un cilium primaire à la surface d'une cellule épithéliale du fond de la 
crypte a été localisé dans quelques cryptes de tissus adultes. Ceci pourrait bien 
s'apparenter à une structure unique aux cellules souches. Il serait possible 
également de dire que le cilium primaire se retrouve chez plusieurs cellules de 
la crypte fœtale pour justement bien réguler le développement et augmenter 
le contact avec les composantes de la lumière intestinale. Une fois le 
développement terminé, la régulation de la prolifération s'effectuerait 
uniquement par une cellule épithéliale possédant un cilium primaire et ce 
pouvant être une cellule souche. Cette structure serait donc associée aux 
cellules vitales de l'axe crypte-villosité tout au long du développement, tant au 
stade fœtal qu'adulte. Le marquage diffus observé dans les cryptes fœtales 
aussi pourrait être lié à l'étape de maturation du cilium primaire. Il est 
important de mentionner que la probabilité de voir un cilium primaire au 
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niveau de l'épithélium intestinal est faible. Wheatly et al., en 1996, avait 
rapporté l'intestin comme ne possédant pas de cilium primaire puisqu'aucune 
étude avait réellement prouvé jusqu'à maintenant sa présence dans l'intestin. 
Le cilium primaire est présent uniquement au niveau des cellules épithéliales 
de la crypte et dans le modèle cellulaire HIEC. Les cellules Caco-2/15 ne 
possèdent pas de cilium primaire, ceci corrélant avec le marquage observé au 
niveau des cellules épithéliales de la villosité de l'intestin humain. L'ensemble 
de ces résultats démontrent bien la régulation étroite du développement de 
cette organite et son importance probable au bon fonctionnement de l'intestin 
grêle. 
5. Pourquoi n'y a t-il pas de phénotype kystique dans l'épithélium 
intestinal humain? 
Tel que mentionné à la section 4, les cellules épithéliales de la villosité de 
l'intestin grêle humain ;n v;vo et ;n vitro ne possèdent pas de cilium primaire à 
leur surface apicale. La polycystine-1 et d'autres protéines impliquées dans 
l' ADPKD ont été localisées sur le cilium primaire de cellules épithéliales de 
rein (Nauli S.M. et al., 2003; Yoder B.K. et al., 2002). Ce cilium primaire 
semble remplir une fonction de mécanorécepteur possiblement utile dans la 
transduction de signaux cellulaires (Joly D., 2003). Le cilium primaire pourrait 
représenter une voie parallèle de signalisation à celle retrouvée, par exemple, 
au niveau des jonctions cellule-cellule qui contrôlent des fonctions cellulaires 
majeures telles que l'adhésion, l'apoptose, la prolifération et la différenciation 
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cellulaire et permettre ainsi la dédifférenciation partielle. Comme les cellules 
de la villosité n'ont pas de cilium primaire, le rôle de la polycystine-1 se limite 
aux jonctions cellulaires. De plus, comme les cellules du fond de la crypte sont 
vitales, des mécanismes très régulés, comme l'apoptose, sont continuellement 
en marche pour enlever et renouveler les cellules inadéquates. Le phénotype 
kystiques observé dans les tubules rénaux pourrait possiblement être attribué à 
la perte ou à la d'une dysfonction (par mutation de protéines) du cilium 
primaire des cellules épithéliales. 
6. La polycystine-1 à la base du cilium primaire intestinal pourraU 
être fonctionnelle. 
Avant la fin des années 90, le cilium primaire était vu comme un organite 
inutile, vestigial probablement. Son importance fit surface lorsque des études 
dans plusieurs organismes vivants ont montré que le développement de 
certaines maladies est relié à des défauts de structures ou de fonctions du 
cilium primaire. (Ong A.C. et Wheatley D.N., 2003). Yoder et al. ont prouvé en 
2002 que la polycystine-1 et la polycystine-2 sont localisées sur les cilia 
primaires de cellules rénales épithéliales en culture. De plus, Nauli et al. en 
2003 ont montré que la polycystine-1 et la polycystine-2 sur le cilium primaire 
fonctionne comme des mécanorécepteurs. Étant donné la localisation de la 
polycystine-1 au niveau du cilium primaire dans le rein (Nauli S.M. et al., 2003; 
Yoder B.K. et al., 2002), nous avons vérifié la localisation de cette dernière au 
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niveau du cilium primaire des cellules épithéliales de la crypte de l'intestin 
grêle humain in vitro. La polycystine-1 a été localisée à la base du cilium 
primaire dans les cellules HIEC. Il reste maintenant à savoir si la polycystine-1 
au niveau du cilium primaire des cellules épithéliales de l'épithélium intestinal 
humain est fonctionnelle. Comme le cilium primaire des HIEC est fonctionnel 
par expérience de perfusion, les protéines qui le composent le devraient aussi 
puisqu'une mutation de protéines d'importance amène à son incapacité de 
répondre au flux. Si la fonctionnalité de la polycystine-1 ou la polycystine-2 est 
mise en cause, la réponse au flux est abolie et la fonction de mécanorécepteur 
également (Nauli S.M. et al., 2003).L'équipe du Dr. Zhou a également rapporté 
que la polycystine-1 et la polycystine-2 doivent agir de pair pour activer des 
voies de mécanotransduction (Nauli S.M. et al., 2003). Des expériences à savoir 
si la polycystine-1 se retrouve de pair avec la polycystine-2 dans notre modèle 
cellulaire devront donc être réalisées. 
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V-CONCLUSION 
La polycystine-1 (PC-1) joue un rôle dans la formation et le maintien de la 
cytoarchitecture des cellules épithéliales de rein par sa localisation au niveau 
des jonctions adhérentes et des desmosomes, mais aussi au niveau du cilium 
primaire. Elle est impliquée dans plusieurs voies de signalisation et dans 
l'adhè:;ion cellulaire. Une mutation de la polycystine-1 au niveau du système 
rénal provoque l'apparition d'une maladie génétique grave, la polykystose 
rénale autosomique dominante. Nos études ont permis d'identifier et de 
caractériser pour la première fois cette même protéine au niveau de 
l'épithélium intestinal humain. Dans les tissus intestinaux humains, la 
polycystine-1 est exprimée tout le long de l'axe crypte-villosité et ce peu 
importe le stade de développement de l'intestin. De plus, la polycystine-1 se 
retrouve au niveau des jonctions adhérentes et des desmosomes in vivo et dans 
le modèle cellulaire intestinal Caco-2/15. Ceci a été démontré par une co-
localisation avec des molécules de jonctions qui demeure même après un 
traitement au Triton X-1 OO 1 % et par l'inhibition et la restauration des jonctions 
intercellulaire dans les cellules Caco-2/15. Sa localisation varie in vitro selon la 
polarité des cellules épithéliales intestinales. Pour les cellules HIEC non-
polarisées, la polycystine-1 se localise au niveau intracellulaire. Pour les 
cellules polarisées, les Caco-2/15, la polycystine-1 se retrouve au contact 
cellule-cellule. Cette localisation au niveau des jonctions intercellulaires in 
vivo et dans les cellules Caco-2/15 lui confère possiblement un rôle dans 
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certaines voies de signalisation, dans l'adhésion et dans le maintien des 
desmosomes. De plus, la présence d'un cilium primaire dans les cryptes de 
cellules épithéliales intestinales humaines in vivo et même fonctionnel in vitro 
amène une autre voie très intéressante à l'étude de la polycystine-1 dans les 
cellules de l'épithélium intestinal humain. Ce cilium primaire pourrait se 
retrouver à la surface des cellules épithéliales de la crypte intestinale ou des 
cellules souches comme senseur de flux pour guider les autres cellules de l'axe 
crypte-villosité dans le processus de la prolifération cellulaire intestinale. La 
polycystine-1 présente à la base du cilium primaire des cellules intestinales 
HIEC pourrait aussi être impliquée dans les processus cellulaires tels que la 
polarité, la prolifération et la différenciation! Il serait donc important 
d'élucider les fonctions possibles de la polycystine-1 au niveau des jonctions 
intercellulaires et le cilium primaire par des transfections transitoires de 
dominants négatifs et de surexpressions. Il serait également intéressant 
d'étudier l'expression et la localisation de la polycystine-2 dans l'épithélium 
intestinal humain pour vérifier une collaboration éventuelle entre ces deux 
polycystines dans les processus cellulaires. Nous espérons donc par l'étude des 
polycystines 1 et 2 au niveau de l'épithélium intestinal élucider et comprendre 
d'avantage certains mécanismes d'action de ces dernières dans l'apparition de 
la polykystose rénale autosomique dominante. 
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